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ABSTRACT

Chitosan nanoparticles (CH-NPs) show good properties for drug administration
through different routes. The ionotropic gelation process is a way of CH-NPs
preparation that takes place entirely in aqueous solution. NPs are obtained as a
consequence of the electrostatic interaction between a polyanion and cationic
polymer. The drugs must have adequate solubility in water to be encapsulated and
permit the formation of NPs containing high percentages of active ingredient during
gelation. High lipophilic drugs can not be encapsulated into NPs prepared by a
process entirely performed in aqueous solution because of their low water solubility.
Although, a very water soluble molecule can be encapsulated but is quickly released

from the system.

In this research work, CH-NPs were produced by ionotropic gelation induced by
sulfobutylether-B-cyclodextrin (CH/SBE-B-CYD-NPs). In the specific, it has been
evaluated the effect of the macrocycle on the physico-chemical and morphological
properties, carrying capacity and in vitro release properties of CH-NPs, considering
that drugs with different hydrophilicity and therapeutic activity interact differently

with the macrocycle and with the polymeric matrix.

Levofloxacin hydrochloride (LVF) and Idebenone (IDE) have been chosen as drug
models. LVF is an antibacterial drug approved for the treatment of ocular infections.
However, high doses of LVF are required due to the low ocular bioavailability which
causes bacterial resistance. IDE is an antioxidant drug that acts in the central nervous

system, but its poor water solubility limits its clinical application.

We characterized CH/SBE-B-CYD-NPs loading LVF in terms of encapsulation
parameters, morphology, and sizes, in comparison to CH-NPs produced without the
macrocycle. Nuclear magnetic resonance and UV-VIS spectroscopy studies have
demonstrated that SBE-B-CYD is able to complex LVF and influence encapsulation
parameters of CH-NPs, producing high encapsulation efficiency and LVF loading. The

NPs were homogenous in size, with an hydrodynamic radius between 80 and 170 nm




and a positive zeta potential ({) values. This surface property promotes the
interaction of CH-NPs with the negatively charged ocular tissue, increasing their
residence time and consequently, LVF efficacy. In vitro antibacterial activity against
Gram-positive and Gram-negative bacteria showed an activity of CH/SBE-B-CYD-NPs

loading LVF doubled compared to the free drug.

SBE-B-CYD is able to include within its cavity IDE, forming a 1:1 complex, maintaining
its ability to interact with CH to obtain NPs. We demonstrated that the drug can be
successfully encapsulated within the CH-NPs based on SBE-B-CYD. Overloaded
CH/SBE-B-CYD-NPs were obtained by adding an excess of drug as soluble inclusion
complex with hydroxypropyl-B-cyclodextrin (HP-B-CYD). In this way, we obtained CH-
NPs suitable in sizes and homogeneity for intranasal administration. They showed
excellent technological parameters above all in terms of loading of IDE and prolonged
release over time. CH/SBE-B-CYD-NPs loading IDE showed antioxidant activity higher
than free drug on human glioblastoma cells (U373). Good permeation of IDE through
excited bovine nasal mucosa was observed for all systems compared to free drug,
improving its clinic efficacy in the treatment of diseases of the central nervous

system.

Although further in vitro and in vivo studies are necessary, these excellent results
suggest that CH-NPs based on CYDs developed in this research could be a promising
carrier for the targeting of LVF in the treatment of ocular bacterial infections, and of

IDE for nose-brain targeting in Alzheimer's disorders.
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1. INTRODUZIONE

L’applicazione clinica di molti principi attivi, che mostrano in vitro potenzialita
terapeutiche, & spesso limitata da proprieta chimico-fisiche non idonee, quali una
scarsa solubilita in acqua, una lenta velocita di dissoluzione ed una scarsa stabilita
chimica, che inevitabilmente influiscono negativamente sulla loro biodisponibilita.
Bisogna inoltre considerare che la distribuzione indiscriminata a tutto I'organismo,
che consegue alla somministrazione di una forma di dosaggio convenzionale, produce
insieme agli effetti terapeutici anche effetti collaterali, che possono essere molto
gravi nel caso ad esempio di farmaci citotossici. Non ultimo, il principio attivo
permane nella finestra terapeutica per un tempo molto breve, costringendo a

ripetute somministrazioni e ad intervalli di tempo costanti.

In anni recenti le nanotecnologie hanno permesso di risolvere alcuni di questi
problemi. Macromolecole cicliche di origine naturale, formano complessi di
inclusione con i farmaci lipofili, migliorandone solubilita e velocita di dissoluzione.
Nanoaggregati a base polimerica o lipidica incapsulano i farmaci e li rilasciano con
una cinetica di ordine zero per tempi prolungati, evitando cosi le ripetute
somministrazioni. Esse inoltre, se opportunamente funzionalizzate, sono in grado di
raggiungere il sito di interesse e permettere un accumulo selettivo. La co-presenza
di un principio attivo e di un agente diagnostico in questi sistemi pud renderli ottimi

veicoli per la contemporanea diagnosi e trattamento dei tumori.

Nell’ambito dei nuovi sistemi di rilascio dei farmaci (Drug Delivery Systems, DDS)
I'interesse dei ricercatori ha riguardato intensamente I'impiego di carrier
macromolecolari ciclici, le ciclodestrine, quali agenti complessanti. Esse assumono
nello spazio una particolare conformazione, che pud essere rappresentata da un
tronco di cono cavo all'interno del quale possono collocarsi molecole con
caratteristiche apolari. Le ciclodestrine sono in grado di formare con i principi attivi
lipofili complessi di inclusione che ne modificano le proprieta fisico-chimiche, prima

tra tutti la solubilita e la velocita di dissoluzione. Gli studi condotti fino ad aggi su
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questi carrier ne hanno permesso I'approvazione da parte della Food and Drug
Administration (FDA) quali eccipienti in formulazioni per uso orale, oftalmico e
parenterale. Numerose forme farmaceutiche a base di ciclodestrine sono pertanto
oggi approvate e vengono largamente impiegate per la somministrazione orale o
parenterale di antiinflammatori non steroidei, antifungini, corticosteroidi,

antibatterici e molti altri e |a lista e senza dubbio destinata a crescere.

Certamente questi carrier apportano grandi vantaggi alla somministrazione di
principi attivi, permettendo un aumento di biodisponibilita di molecole poco solubili
ed influenzandone anche l'attivita terapeutica. Tuttavia, essi non permettono il
rilascio sito specifico, a meno di opportune modifiche chimiche, né il rilascio
prolungato. Piu efficacemente questi obiettivi possono essere raggiunti mediante
I'impiego di liposomi e nanoparticelle polimeriche. | primi formati da fosfolipidi, e
quindi biocompatibili e biodegradabili, sono molto versatili per I'enorme selezione di
lipidi disponibili sul mercato, che permettono la formulazione di carrier con proprieta
chimiche, biologiche e meccaniche idonee a specifici obiettivi terapeutici. Grazie alla
loro struttura vescicolare, i liposomi possono intrappolare principi attivi idrofili nel
loro compartimento acquoso e quelli idrofobici nel bilayer fosfolipidico. Essi
proteggono le molecole di farmaco intrappolate dalla degradazione e la loro
somiglianza con le membrane biologiche offre opportunita uniche per I'ingresso nelle
cellule o nei loro compartimenti subcellulari. Inoltre, le proprieta fisico-chimiche dei
liposomi, tra cui la dimensione, la carica ed eventuali ligandi funzionali di superficie,
possono essere modificate durante le fasi del processo produttivo, determinando
una selettivita d’azione e il raggiungimento di specifici obiettivi terapeutici. Tutti
guesti vantaggi hanno reso i liposomi una piattaforma leader per la somministrazione

di un'ampia varieta di farmaci con diverse applicazioni cliniche.

Le nanoparticelle polimeriche ricevono oggi un grande interesse per la vasta
reperibilita sul mercato di materiali biocompatibili e biodegradabili. Solitamente esse
sono prodotte tramite un sofisticato meccanismo di auto-assemblamento durante il

quale i principi attivi vengono intrappolati all’interno della matrice polimerica. Esse
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presentano migliori proprieta di stabilita chimica rispetto ai liposomi e permettono
una piu efficace protezione del principio attivo ed un rilascio prolungato che si puo
protrarre anche per mesi, in funzione del polimero utilizzato. Inoltre, alla stessa
stregua dei liposomi, le nanoparticelle possono essere funzionalizzate
superficialmente mediante il legame con anticorpi, peptidi o piccole molecole che

consentono l'interazione specifica con recettori cellulari o componenti tissutali.

Sulla base degli importanti risultati ottenuti con l'impiego dei nanocarrier,
recentemente |'interesse dei ricercatori si € rivolto verso la formulazione di sistemi
supramolecolari, che prevedono la combinazione di piu sistemi carrier. Liposomi
rivestiti da polimeri o nanoparticelle polimeriche rivestite da lipidi o ancora carrier
lipidici o polimerici contenenti ciclodestrine. In questo modo possono essere
sfruttate le proprieta uniche di entrambi i carrier. Le ciclodestrine aumentano la
solubilita di molecole lipofile e influenzano quindi la capacita di carico dei sistemi
nanoaggregati, che mettono invece in campo la loro capacita di rilascio sostenuto e
sito specifico del farmaco incapsulato. Sembra, inoltre, che la somministrazione a
dosi terapeutiche di nanoparticelle contenenti ciclodestrine non riduca la vitalita
cellulare, non comprometta ['attivita enzimatica, non provochi danni alle
biomolecole, non origini il rilascio di specie reattive, non induca genotossicita o

compromissione della funzione mitocondriale.

Da quanto detto appare chiaro come la tecnologia del drug delivery rappresenti
un’area vasta e vitale della ricerca e dello sviluppo e su questi presupposti si basa il

presente lavoro di tesi.

Sono state realizzate nanoparticelle a base di chitosano e solfobutiletere-B-
ciclodestrina ed & stata valutata 'influenza che quest’ultima esercita sulle proprieta
fisico-chimiche e morfologiche delle nanoparticelle, nonché sulle proprieta di rilascio
in vitro dei farmaci caricati. Sono stati utilizzati due principi attivi con proprieta
diverse, uno parzialmente solubile in acqua, la levofloxacina cloridrato, antibatterico
utilizzato nelle infezioni oculari, e l'altro, praticamente insolubile, I'idebenone,

potente antiossidante attivo su disturbi neurologici. Essi diversamente interagiscono
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con il macrociclo e di conseguenza con la matrice polimerica. Infine, studi in vitro ed
ex vivo sono stati condotti per valutare l'influenza del carrier nanoparticellare

sull’attivita biologica dei principi attivi veicolati.
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2. DRUG DELIVERY SYSTEM

Il concetto di drug delivery systems (DDS) ha origine in anni relativamente recenti. A
meta del 1960 Judah Folkman, sulla base di esperimenti condotti su conigli, ipotizzo
che brevi segmenti di silicone contenenti un farmaco potessero essere impiantati
sottocute e funzionare come dispositivi di somministrazione di farmaci a velocita
costante (Folkman & Long, 1964). Egli dimostro anche che la velocita di rilascio da
questi segmenti diminuiva all'aumentare dello spessore del tubo. Se questo concetto
oggi € ovvio, a quei tempi rappresento il primo suggerimento di quello che sarebbe
diventato un sistema di rilascio controllato dei farmaci con cinetica di ordine zero.
Questo tipo di cinetica caratterizzo tutti i sistemi terapeutici che vennero immessi in
commercio dalla Alza Corporation tra gli anni 70 e 90. Norplant®, Ocusert®, Oros®
sono alcuni dei macrosistemi messi in commercio in quegli anni, e impiegati ancora
oggi in terapia, che hanno come unico obiettivo il rilascio nel tempo di principio attivo
a velocita costante. Gia a partire dagli stessi anni, I'interesse dei ricercatori si era
comungue rivolto verso sistemi di dimensioni micrometriche e, pil recentemente,
nanometriche, che fossero in grado non solo di fornire un rilascio sostenuto del
farmaco veicolato ma di ottenere un obiettivo piu sofisticato, ossia la possibilita di
ottenere il direzionamento (targeting) dei principi attivi direttamente verso I'organo
affetto dalla patologia (organo-tropismo) (Hoffman, 2008). Dotare un farmaco di
organo-tropismo diventa fondamentale nella terapia antitumorale, poiché Ia
possibilita di colpire in maniera il piu possibile selettiva le cellule malate,
risparmiando le cellule sane, minimizza gli effetti collaterali dovuti alla localizzazione
del farmaco citotossico in distretti anatomici dove la sua presenza non é richiesta

(Shrivastava & Dash, 2009).

Tutti questi obiettivi possono essere ottenuti a condizione che il rilascio del principio
attivo dalla forma farmaceutica non sia legato alle proprieta fisico-chimiche del
farmaco, cosi come avviene in una forma di somministrazione convenzionale, ma alle

caratteristiche tecnologiche della formulazione, alla metodologia produttiva oppure
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all'introduzione nella formulazione di particolari eccipienti (Martinez & Amidon,

2002; Price & Patel, 2020).

| DDS sono in grado quindi di modificare il rilascio di un principio attivo, rispetto ad
una formulazione convenzionale, e per questo migliorare la performance terapeutica
dei farmaci veicolati. In particolare, per rilascio modificato si intende una modifica
del tempo (cessione ritardata o pulsante), della velocita (cessione rapida o cessione
prolungata/controllata) e del sito di cessione del principio attivo (Uhrich et al., 1999;
Li et al., 2019).

La possibilita di programmare il rilascio del principio attivo dopo un tempo di latenza
dalla somministrazione della forma di dosaggio risulta molto importante per il
trattamento di numerose patologie croniche le cui manifestazioni sono influenzate
da variazioni circadiane o ultradiane (asma bronchiale, cardiomiopatie ischemiche,
artrite reumatoide, ecc.). Al termine del tempo di latenza, il rilascio puo essere
attivato da stimoli esterni (ad esempio chimici, termici o magnetici) o dipendere
esclusivamente da meccanismi intrinseci alla formulazione. E questo il caso dei
sistemi tempo-dipendenti, la cui performance & pertanto svincolata da variabili
fisiologiche quali il pH, la forza ionica e la temperatura dei fluidi corporei (Sangalli et
al., 2009; Maroni et al., 2010; Nainwal, 2012). Gli stessi sistemi potrebbero essere
sfruttati ai fini di una cessione selettiva al colon (Melocchi et al., 2021), secondo un
approccio di tipo tempo-dipendente, oppure di un rilascio ripetuto, potenzialmente
utile per fare fronte a regimi di somministrazione giornaliera multipla, nel caso di
farmaci inadatti a essere formulati per il rilascio prolungato. Nonostante la
concentrazione ematica del principio attivo nella finestra terapeutica non sia
costante, il vantaggio di coprire piu dosi con una singola somministrazione puo
favorire la compliance del paziente (Tiyaboonchai, 2013).

Modificare la velocita con cui il farmaco viene ceduto dal sistema di rilascio puo
concretizzarsi in una rapidissima cessione subito dopo la somministrazione (fast
release), con conseguente aumento della biodisponibilita, & questo il caso delle
compresse a rapida disgregazione/dissoluzione (Panigrahi et al., 2010), oppure in una

lenta cessione, che puo produrre una permanenza prolungata ma a velocita non
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costante nel circolo ematico (cessione prolungata), oppure a velocita costante nel
tempo (cessione controllata), in modo da evitare fenomeni di sotto-o sovradosaggio,
ridurre le dosi e minimizzare di conseguenza gli effetti indesiderati (Kim, 2017; Gujral
et al., 2018; lapichino, 2019).

La messa a punto di sistemi di rilascio che efficacemente dotano il principio attivo di
organo-tropismo richiede una conoscenza accurata della struttura e delle funzioni dei
siti recettoriali presenti sulle membrane cellulari. Funzionalizzare i sistemi carrier con
biomolecole o altri ligandi che specificatamente vengono riconosciuti dai siti presenti
sulle membrane cellulari ne permette I'internalizzazione, con conseguente accumulo
intracellulare del farmaco. Le molecole targeting pil comuni sono gli anticorpi
monoclonali (Eloy et al., 2017) ma anche piccole molecole quali il glucosio diretto
verso i recettori GLUT-1 e GLUT-3 presenti nelle cellule cerebrali (Qin et al., 2009;
Yue, 2018) oppure acido folico utilizzato per il direzionamento a cellule tumorali che
sovra-esprimono il recettore per i folati (Angelopoulou et al., 2019) o ancora la
funzionalizzazione con acido ialuronico, specificatamente riconosciuto da un
recettore transmembrana, il CD44, sovraespresso su diverse cellule tumorali
(Mattheolabakis et al., 2015).

Ad oggi le strategie messe in atto per ottimizzare I'attivita terapeutica dei farmaci
sono molteplici. Profarmaci macromolecolari, complessi di inclusione con
ciclodestrine (Jacob & Nair, 2018), incapsulazione all'interno di carrier
nanostrutturati (Shrivastava & Dash, 2009), quali vescicole liposomiali (Akbarzadeh
etal., 2013), micelle e nanoparticelle polimeriche (Lian et al., 2015; Banik et al., 2016)
o lipidiche, rappresentano i sistemi piu studiati. Tra questi le nanoparticelle
polimeriche mostrano le migliori proprieta di stabilita chimica, biocompatibilita,

biodegradabilita e capacita carrier.
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2.1 NANOPARTICELLE (NPs)

Nell'ambito dei DDS, i sistemi nanoparticellari (NPs) stanno assumendo un interesse
crescente grazie anche alla disponibilita di polimeri con eccellenti caratteristiche di
biocompatibilita, biodegradabilita e sicurezza d’uso. La loro straordinaria capacita di
trasportare molecole diverse, li rende ottimali per I'uso clinico e diagnostico. Per
questo motivo, le NPs svolgono un ruolo fondamentale nella nanomedicina e sono
sfruttate nell'imaging medico, nella diagnostica, nella somministrazione di farmaci e
nel trattamento di un'ampia gamma di patologie (Doane & Burda, 2012; Yohan &
Chithrani, 2014).

Le NPs polimeriche appartengono alla prima generazione di nuovi vettori colloidali
sviluppati con I'obiettivo di migliorare la somministrazione parenterale dei farmaci.
Esse differiscono dai liposomi in quanto non hanno un core acquoso ma, in funzione
del polimero/monomero utilizzato e soprattutto della metodica produttiva, le NPs
possono assemblarsi a formare nanosfere, nelle quali i farmaci sono disciolti,
intrappolati, incapsulati, legati chimicamente o adsorbiti alla matrice polimerica
costituente, oppure nanocapsule, nelle quali il farmaco € confinato in un serbatoio o
all'interno di una cavita circondata da una membrana o da un rivestimento

polimerico, come mostrato in Figura 1 (Letchford & Burt, 2007).

Polymer

Nanosphere Nanocapsule

Figura 1. Struttura fisica delle Nanosfere e delle Nanocapsule polimeriche

(Palazzo et al., 2016)

10

—
| —



CAPITOLO 2: DRUG DELIVERY SYSTEM

| parametri che caratterizzano le NPs, e che ne influenzano fortemente la
biodistribuzione, 'efficacia e I’eliminazione, sono diversi. Certamente le proprieta dei
materiali che le costituiscono, le dimensioni, la morfologia e le proprieta superficiali
risultano decisivi durante la fase formulativa per ottenere sistemi idonei ai diversi
obiettivi terapeutici. Le dimensioni influenzano la via di somministrazione, la via di
eliminazione, il tempo di permanenza nel torrente circolatorio e di conseguenza
I’efficacia di tali sistemi (Moghimi et al., 2001).

Le NPs hanno dimensioni comprese tra 10 e 1000 nanometri. Cio li rende sistemi di
veicolazione adatti a diverse vie di somministrazione, poiché con queste dimensioni
€ possibile raggiungere qualsiasi target biologico ed agire sia a livello locale che
sistemico, esercitando un ruolo importante nel controllo del rilascio del farmaco. In
funzione della via di somministrazione e dell’obiettivo terapeutico, le dimensioni
delle NPs devono essere scelte accuratamente. La somministrazione sistemica
richiede un range dimensionale trai20 e 150 nm (Blanco et al., 2015). NPs cosi piccole
permangono in circolo e possono accumularsi nei siti tumorali mediante
extravasazione, sfruttando I'effetto EPR (Enhanced Permeability and Ritention). Si
tratta di un fenomeno unico dei tumori solidi correlato alla loro differenza anatomica
e patofisiologica rispetto ai tessuti sani (Maeda et al., 2000). L’angiogenesi produce
nei tumori solidi un’alta densita di vasi che posseggono endotelio fenestrato, per
questa ragione si pud verificare un’extravasazione selettiva di particelle
nanometriche, che, insieme al ridotto drenaggio, permette I'accumulo delle NPs nel
sito tumorale (Fang et al., 2011). NPs di piccole dimensioni (< 100 nm), inoltre,
rappresentano il punto di partenza per progettare sistemi di trasporto la cui
superficie possa essere decorata con specifici ligandi biomolecolari in grado di
riconoscere e legarsi a recettori di superficie cellulare complementari su cellule
bersaglio (Kirpotin et al., 2006). Avvenuto il riconoscimento, le NPs vengono
internalizzate e rilasciano preferenzialmente i principi attivi veicolati alle cellule

malate, lasciando le cellule sane per lo pil inalterate.

11
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L'internalizzazione cellulare delle NPs avviene con un processo che si basa su due vie,
una e I'endocitosi (Figura 2), I'altra prevede I'ingresso diretto delle NPs dentro la

cellula (Figura 3) (Donahue et al., 2019).

a Clathrin b Caveolin ¢ Clathrin d Phago- e Macro-
dependent dependent and caveolin cytosis pinocytosis
independent

1] 15

[ Extracellular space @ Nanoparticle % Clathrin
[ | Cytoplasm Y Phagocytic receptor « Caveolin
== Cell membrane Y Cell membrane receptor ‘| Actin filaments

Figura 2. Panoramica schematica delle vie di assorbimento delle NPs tramite
endocitosi: (a) clatrina-dipendente; (b) caveolina-dipendente; (c) indipendente dalla
clatrina e dalla caveolina; (d) fagocitosi; (e) macropinocitosi

(Donahue et al., 2019)
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@ () o |9

Electrical
l l pulse l

= O —

g%
N

Yoos —

) o
- '] -
I e !
o1
® s O ®
r; Extracellular space 220 Cell membrane Lipid bilayer nanoparticles
[ 1Cytoplasm O Nanoparticle 1\ Payload

Figura 3. Panoramica schematica dei principali percorsi e strategie delle NPs di
attraversare la membrana plasmatica cellulare per l'ingresso diretto nel citoplasma:
(a) traslocazione diretta; (b) fusione lipidica; (c) elettroporazione; (d) microiniezione

(Donahue et al., 2019)
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L'endocitosi € un termine generico usato per descrivere molteplici percorsi e
meccanismi diversi con cui le NPs possono entrare nelle cellule. Queste vie possono
essere differenziate in cinque classi distinte sulla base del meccanismo biologico che
interviene: endocitosi clatrina-dipendente; endocitosi caveolina-dipendente;
endocitosi indipendente da clatrina e caveolina; fagocitosi e macropinocitosi (Figura
2). Da un punto di vista biomolecolare, queste vie di assorbimento sono altamente
regolate e mediate da diversi tipi di lipidi e proteine di trasporto (ad esempio, zattere
lipidiche (lipid rafts), clatrina, dinamina, caveolina e recettori di riconoscimento del
ligando superficiale). Dopo I'endocitosi, le NPs vengono tipicamente confinate
all'interno di vescicole intracellulari, come endosomi, fagosomi o macropinosomi, e
quindi non hanno accesso diretto e immediato al citoplasma o agli organelli cellulari.
Solo dopo degradazione del carrier, il principio attivo puo essere riversato nel
citoplasma. Le vescicole endosomiali svolgono ruoli critici nell'immunita innata e
adattativa in quanto sono siti importanti per i recettori toll-like e i principali complessi
di istocompatibilita, e cid ha spinto la ricerca verso I'utilizzo delle NPs quali stimolatori
della risposta immunitaria (Gleeson, 2014; Irvine et al., 2015).

L’accesso diretto delle NPs nelle cellule prevede percorsi alternativi all’endocitosi
(Figura 3). Le NPs possono attraversare la membrana cellulare tramite mezzi
biochimici o fisici, in questo modo esse possono entrare direttamente nel citoplasma
ed interagire con gli organelli subcellulari e con le strutture intracellulari, provocando
la risposta biologica (Van Lehn et al., 2013). Questo percorso evita l'intrappolamento
endosomiale e i meccanismi di trasporto dipendenti dall'energia per accedere al
citoplasma cellulare. Si tratta di: traslocazione diretta, fusione lipidica,
elettroporazione o microiniezione. Ciascuno di questi percorsi consente alle NPs di
entrare direttamente nel citoplasma della cellula. La traslocazione diretta e la fusione
lipidica dipendono dalle proprieta fisico-chimiche delle NPs. Le strategie di
elettroporazione utilizzano impulsi elettrici per distruggere la membrana plasmatica
cellulare, mentre per le strategie di microiniezione la membrana plasmatica viene

perforata da un ago microscopico per iniettare NPs direttamente nel citoplasma.
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La prevalenza di uno o dell’altro meccanismo di internalizzazione e strettamente
correlato alle dimensioni particellari. Jiang et al. (2015) hanno dimostrato che NPs
d’oro di 2-4 nm venivano captate in vitro da cellule HeLa con un meccanismo di
diffusione diretta attraverso la membrana cellulare. Tuttavia, NPs con dimensioni
leggermente superiori, circa 6 nm, venivano internalizzate mediante un meccanismo
di endocitosi mediato da caveolina.

Il controllo delle dimensioni, quindi, € di fondamentale importanza per garantire la
diffusione delle NPs attraverso le barriere biologiche. E stato dimostrato che tanto
piu piccole sono le NPs, tanto maggiore € la possibilita che esse trasportino il farmaco
attraverso le mucose (Couvreur & Vauthier, 2006).

La morfologia delle NPs condiziona il meccanismo di rilascio del principio attivo
veicolato, nonché il tempo di emivita e la biodistribuzione del sistema carrier
(Champion et al., 2007; Doshi & Mitragotri, 2009). La forma ottimale per
incrementare |'efficienza delle NPs deve avvicinarsi il piu possibile ad una sfera, in
modo tale da creare un angolo superficiale maggiore di 45°. Con questa geometria,
le NPs hanno meno probabilita di essere attaccate dai macrofagi, in quanto I'azione
fagocitaria avviene su superfici meno curve. Inoltre, NPs pressoché sferiche
presentano una migliore veicolazione all'interno dell’organismo (Champion et al.,
2006).

Le caratteristiche chimico-fisiche e la carica elettrica superficiale influenzano Ia
distribuzione nei vari distretti del corpo, I'adesione, la permeazione attraverso le
membrane ed infine la stabilita delle NPs in soluzione e nei fluidi biologici (Yoo et al.,
2011). La carica superficiale & essenziale in quanto conferisce stabilita al sistema
colloidale e ne determina l'interazione con I'ambiente biologico (Pal, et al., 2011). Il
parametro che ricopre maggiore importanza ¢ il Potenziale Zeta (), un fenomeno
chimico-fisico che causa la distribuzione di ioni sulla superficie particellare formando
un doppio strato elettrico. Valori di 30 mV generano fenomeni repulsivi tra le
particelle che ne evitano I'aggregazione (Thiele et al., 2001a). E stato dimostrato che
una carica superficiale negativa porta a una riduzione dell’attivita fagocitaria da parte

dei macrofagi. Di contro, la carica positiva porta ad un aumento della fagocitosi, ma
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determina una migliore interazione con i gruppi anionici delle membrane biologiche

(Roser et al., 1998).
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Figura 4. Rappresentazione schematica di NPs che presentano forma,
funzionalizzazione superficiale, materiale e dimensioni variabili

(Pardhiya & Paulraj, 2014)

Le NPs polimeriche possono incorporare farmaci idrofilici o idrofobici ma anche
macromolecole, come proteine, acidi nucleici, vaccini (Hans & Lowman, 2002;
Peltonen, et al., 2020), che poi rilasciano mediante meccanismi diversi; in particolare,
desorbimento del farmaco dalla superficie delle particelle e/o erosione della matrice
polimerica, diffusione del farmaco attraverso la matrice polimerica o attraverso la
parete polimerica delle nanocapsule o mediante combinazione dei processi di
diffusione ed erosione (Kamaly et al., 2016; Zieliriska et al., 2020). La cinetica con cui
avviene il rilascio dalle nanosfere & generalmente di primo ordine (Lee & Yeo, 2015).
Pertanto, la quantita di farmaco rilasciata nel tempo varia in funzione della
concentrazione di principio attivo presente ancora all'interno del sistema carrier.

Questa cinetica € probabilmente il risultato della diffusione del farmaco dalla matrice
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polimerica all'ambiente e/o all'erosione della matrice polimerica. Nel caso delle
nanocapsule, il principio attivo teoricamente disciolto nel nucleo oleoso viene
rilasciato da queste strutture mediante una diffusione attraverso la parete polimerica,
con una conseguente cinetica di ordine zero (Fu & Kao, 2010). Studi condotti da Calvo
et al. (1997b), comparativamente su nanocapsule e nanoemulsioni, hanno suggerito
che la parete polimerica delle nanocapsule non influenza il processo di rilascio, che
invece influenzato esclusivamente dalla partizione del farmaco tra le goccioline di olio

e il mezzo acquoso esterno.
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2.2 METODI DI PREPARAZIONE DELLE NPs

| metodi di preparazione delle NPs influenzano le caratteristiche specifiche del
prodotto finale. In funzione del tipo di principio attivo da incapsulare, del polimero
da utilizzare e dalle dimensioni da ottenere, le NPs possono essere prodotte con
metodi diversi (Calvo et al., 1997a Chan et al., 2010; Jawahar & Meyyanathan, 2010;
Nagavarma, et al., 2012; Koukaras et al., 2012; Wang et al., 2016a). In generale,
vengono impiegate due strategie principali, ossia, la dispersione di polimeri

preformati e la polimerizzazione di monomeri (Nasir et al.; 2015).

La preparazione a partire da polimeri preformati richiede comunemente I'uso di
solventi organici per la dissoluzione del polimero. Questi solventi possono generare
problemi legati a tossicita e rischio ambientale. Inoltre, i residui di solvente devono
essere rimossi dal prodotto finale. La preparazione per polimerizzazione dei
monomeri consente I'incapsulamento del principio attivo con grande efficienza in un
unico passaggio, durante la reazione di polimerizzazione (Kamaly et al., 2016).
Bisogna pero escludere qualunque reazione del principio attivo con i monomeri ed
eliminare i reagenti in eccesso. In ogni caso, indipendentemente dal metodo

impiegato, le NPs sono ottenute sotto forma di sospensioni acquose colloidali.

Le prime tecniche sviluppate per la produzione di NPs sono state I'emulsione semplice
con evaporazione del solvente e la doppia emulsione con evaporazione del solvente
(Figura 5). Sono le metodiche utilizzate piu frequentemente per la realizzazione di
NPs a partire da polimeri lipofili. Entrambe le tecniche sono state le prime ad essere
messe a punto in scala di laboratorio, e successivamente su larga scala. Esse
garantiscono un’ampia riproducibilita del metodo ed alte rese di incapsulamento di
farmaci di natura sia lipofila che idrofila. Nel metodo dell’emulsione semplice con
evaporazione del solvente, e inizialmente richiesta la preparazione di un'emulsione
olioin acqua (o/a). La fase oleosa e formata da una soluzione in solvente organico del
polimero e del principio attivo, in soluzione o in dispersione. La fase acquosa invece
contiene un tensioattivo. La soluzione organica viene emulsionata nella fase acquosa

mediante omogeneizzazione o ultrasuoni ad alta velocita, ottenendo una dispersione
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di nanogoccioline. La successiva evaporazione del solvente portera alla formazione
della sospensione colloidale di NPs, che verranno lavate e raccolte mediante
centrifugazione, seguita da liofilizzazione per la conservazione a lungo termine
(Desgouilles et at., 2003). Il metodo della doppia emulsione prevede la formazione di
un’emulsione acqua in olio in acqua (a/o/a). Un principio attivo idrofilo puo essere
solubilizzato nella fase interna acquosa; quindi, il processo procede come per

I’emulsione semplice.

’\

! ** .
| Phase | - aqueous solution:
\ water + surfactant

'

N
’ Phase Il - organic solution:
polymer + drug

Figura 5. Rappresentazione schematica del metodo di emulsione con evaporazione

del solvente (Zielinska et al., 2020)

Modificazioni di questa prima tecnica, hanno portato al metodo
dell’emulsione/diffusione del solvente (Figura 6). Questo metodo consiste nella
formazione di un'emulsione o/a tra un solvente organico parzialmente miscibile in
acqua contenente polimero e farmaco, e una soluzione acquosa contenente un
tensioattivo. La successiva diluizione dell’emulsione con una grande quantita di
acqua induce la diffusione del solvente organico, con conseguente formazione di

particelle colloidali. La rimozione del solvente organico genera la sospensione
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particellare. Generalmente questo € il metodo utilizzato per produrre nanosfere, ma
si possono ottenere nanocapsule se alla fase organica viene aggiunta una piccola

quantita di olio (Quintanar-Guerrero et al., 1998; Crucho & Barros, 2017).

. o emulsification
S e—

a. Organic solution:
polymer + oil + drug
phases (in partially water soluble solvent)

saturation X
(b. Aqueous solutlonzj

water + surfactant

Figura 6. Rappresentazione schematica del metodo dell’emulsione/diffusione del

solvente (Zielinska et al., 2020)

La nanoprecipitazione, anche definita metodo dello spostamento del solvente (Figura
7), richiede due solventi miscibili tra di loro. Il principio di questa tecnica si basa sulla
deposizione interfacciale del polimero in seguito alla diffusione del solvente organico,
in cui e solubilizzato, nella fase acquosa. Le NPs si formano istantaneamente nel
tentativo di evitare il contatto con 'acqua. Solitamente, nella fase acquosa sono
presenti tensioattivi, per garantire la stabilita della sospensione colloidale. Le NPs

ottenute utilizzando questo metodo sono tipicamente caratterizzate da una
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dimensione ben definita e una ristretta distribuzione dimensionale (Bilati et al., 2005;

Chidambaram & Krishnasamy, 2014; Martinez et al., 2017).

—— s

': @ ™ g ' T ( Organic solution:)

polymer + drug

solvent \
evaporation

Aqueous solution:
water + surfactant (optional)

precipitation of the polymer  polymeric nanoparticles

. surfactant polymer drug

Figura 7. Rappresentazione schematica del metodo della nanoprecipitazione

(Zielinska et al., 2020)

Il salting out, o metodo della salatura (Figura 8) si basa sulla separazione di un
solvente idromiscibile da una soluzione acquosa, attraverso un effetto di salting-out
che puo portare alla formazione di NPs. La differenza principale dagli altri metodi & la
composizione dell'emulsione o/a. La fase organica miscibile con I"acqua contiene il
polimero; la fase acquosa contiene un idrocolloide, gli agenti di salatura e uno
stabilizzante della sospensione. Gli agenti di salatura maggiormente utilizzati sono
elettroliti come il cloruro di magnesio (MgCl.), il cloruro di calcio (CaCl;) e I'acetato di
magnesio [Mg(CH3CO0O0):] e non elettroliti, ad esempio il saccarosio. La miscibilita del

solvente organico con I'acqua viene ridotta mediante saturazione della fase acquosa,
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permettendo cosi la formazione di un'emulsione o/a, sotto intensa agitazione e a
temperatura ambiente. L’'emulsione viene quindi diluita utilizzando un opportuno
volume di soluzione acquosa. La diffusione del solvente organico nell’acqua
provochera la precipitazione del polimero e, di conseguenza, la formazione delle NPs.
Le dimensioni delle NPs ottenute con questo metodo variano tra 170 e 900 nm, in
funzione della concentrazione del polimero e del volume della fase esterna (Vauthier

& Bouchemal, 2009; Pal, & Jana, 2011).

' dilution with water

diffusion of the organic ‘ '

~\ solvent to aqueous phase G

Organic solution: e / P
polymer + drug S ¢ 4 »
(in water miscible solvent) emulsification

L Bl purification
4§

Aqueous solution:
surfactant + salting-out agent:
MgCl,; Mg(CH.COO0).; CaCl,
7
®
surfactant polymer drug '

Figura 8. Rappresentazione schematica del metodo salting out

(Zielinska et al., 2020)

La gelazione ionotropica & un metodo semplice che permette la realizzazione di NPs
interamente in soluzione acquosa, escludendo [l'utilizzo di solventi organici,
tensioattivi e alte temperature (Calvo et al.,, 1997b). Tale processo sfrutta le
interazioni elettrostatiche tra un componente a carica positiva e un componente a
carica negativa, e permette l'incapsulamento di molecole idrofile sia di piccole

dimensioni che macromolecole. La gelazione, sfruttata principalmente per realizzare
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NPs a base di chitosano, polimero con carica positiva, pud essere effettuata
utilizzando sia piccole molecole organiche, in genere tripolifosfato, che
macromolecole, quali destran solfato o ialuronato di sodio e recentemente

ciclodestrine con carica negativa (Desai, 2016).
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2.3 POLIMERI IMPIEGATI COME DRUG CARRIER

Sebbene le formulazioni convenzionali di somministrazione di farmaci abbiano
contribuito notevolmente al trattamento di numerose malattie, il bisogno di terapie
piu potenti e specifiche ha intensificato lI'impulso per la realizzazione di forme di
dosaggio innovative. In questo campo, i polimeri hanno svolto un ruolo fondamentale
nel progresso della tecnologia di somministrazione dei farmaci (Pillai & Panchagnula,
2001). Grazie al loro impiego & possibile realizzare un rilascio controllato di agenti

terapeutici a dosi costanti per lunghi periodi (Liechty et al., 2010).

| polimeri sono una classe molto eterogenea di composti; si tratta di macromolecole
costituite da unita monomeriche legate covalentemente tra di loro, classificate in
funzione delle caratteristiche strutturali (co-polimero alternato, random, a blocchi,
aggraffato) ed anche in funzione della composizione chimica (omopolimeri e co-
polimeri). La scelta del tipo di polimero, da impiegare per la realizzazione di sistemi
per il rilascio controllato dei farmaci, dipende dalle sue caratteristiche chimiche,
fisiche, meccaniche e biologiche. Esso influenza pesantemente la formulazione finale

e le modalita di rilascio del principio attivo (Zielinska et al., 2020).

| requisiti da tenere in considerazione sono:

7

<+ la solubilita, determinata dai gruppi presenti sulle catene polimeriche. Gruppi
idrofili determinano la solubilita in acqua, gruppi alchilici o analoghi
determinano il carattere idrofobico. Dalla solubilita in acqua dei monomeri
dipende I'eliminazione in vitro e in vivo dei relativi polimeri. Per esempio, il
tempo di eliminazione per i polimeri a base di monomeri solubili in acqua e di
circa 7-14 giorni, mentre per i polimeri a base di monomeri con bassa
solubilita in acqua, e di quasi 8 settimane (Uhrich et al., 1999)

** la sicurezza d’uso;

%* la polifunzionalita. Il polimero deve avere gruppi funzionali sufficienti a

consentire il legame con molecole o peptidi capaci di dotare il carrier di

organo-tropismo, favorendo I'accumulo selettivo;
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¢ adeguata stabilita del legame farmaco/polimero, in grado di garantire il
rilascio del farmaco incapsulato solo nel sito bersaglio, evitando perdite
premature nel circolo sanguigno;

+** la degradabilita. Questa dipende dai gruppi funzionali presenti e dai tipi di
legami che costituisco la catena polimerica. E possibile distinguere i polimeri

biodegradabili e bioerodibili da quelli non biodegradabili.

| polimeri biodegradabili e bioerodibili rappresentano un'importante classe di
materiali per la somministrazione di farmaci perché sono facilmente eliminati
dall’organismo, prima che si possano accumulare all'interno dei macrofagi o dei
tessuti fibrosi, determinando tossicita. Sebbene spesso usati in modo
intercambiabile, la degradazione e I'erosione differiscono poiché durante il processo
di biodegradazione la macromolecola subisce importanti modifiche strutturali. Essa
viene trasformata in monomeri e quindi in anidride carbonica e acqua. L'erosione
avviene invece per dissoluzione di frammenti della catena polimerica senza che si
verifichino alterazioni chimiche della struttura molecolare. Sia la biodegradazione che
la bioerosione possono riguardare la superficie del sistema carrier o I'intera massa.
Nel primo caso la degradazione/erosione interessa la superficie dall’esterno.
L'interno del materiale non si degrada finché tutto il materiale circostante non é stato
degradato. Nell'erosione di massa, la degradazione/erosione si verifica in egual modo
in tutto il materiale. Sia la superficie che l'interno del materiale si degradano. Tuttavia
i due processi non devono essere intesi come esclusivi poiché potrebbero coesistere
nello stesso sistema carrier (Ulery et al., 2011).

| polimeri non biodegradabili hanno un minore impiego, perché tendono ad
accumularsi all'interno dell’organismo. Vengono scelti esclusivamente per sistemi
che vengono rimossi dopo il rilascio del farmaco (inserti e impianti sottocutanei) o
che vengono somministrati per via orale, con un transito limitato al tratto

gastrointestinale.

| polimeri utilizzati per la preparazione delle NPs possono essere di origine sintetica,

o di origine naturale. Tra i polimeri di origine sintetica il poli-D,L-lattide, il poli-D,L-

25

—
| —



CAPITOLO 2: DRUG DELIVERY SYSTEM

glicolide e il copolimero polilattide-co-glicolide rappresentano i polimeri
maggiormente impiegati in campo medico. Utilizzati in origine come fili di sutura
riassorbibili, hanno fatto il loro ingresso come polimeri per il drug delivery grazie alla
loro biocompatibilita e biodegradabilita. In funzione del loro peso molecolare e della
composizione essi possono controllare il rilascio di un principio attivo anche per

diversi mesi (Shive & Anderson, 1997; Li et al., 2009).

Tra i polimeri di origine naturale impiegati nel drug delivery venogno comprese
proteine (enzimi, fibre, collagene), poliesteri (polialcanoati), polisaccaridi (amido,
cellulosa, destrano, acido ialuronico, chitosano). Questi sono oggi largamente
impiegati per la loro elevata sicurezza, biocompatibilita e biodegradabilita. Sono
inoltre facilmente reperibili e pilu economici rispetto ai polimeri sintetici, in quanto

ottenuti da componenti di organismi viventi (Aravamudhan et al., 2014)
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2.4 IL CHITOSANO (CH)

Il chitosano (CH) e un polisaccaride cationico approvato dalla Food and Drug
Administration (FDA) come sostanza sicura nell'uso di alimenti, in campo medico e
farmaceutico e per l'ingegneria tissutale (Wang et al., 2020). Esso deve il suo largo
uso alla somiglianza con i glicosaminoglicani, componenti della matrice extra cellulare
(ECM). Il suo carattere cationico consente interazioni elettrostatiche con
glicosaminoglicani e proteoglicani (Costa-Pinto et al., 2014). Viene considerato un
polimero bioattivo, per le sue proprieta uniche e funzionali, & biodegradabile e
biocompatibile (Cheung et al., 2015; Su et al., 2018), supporta la guarigione delle
ferite (Hurler & Skalko-Basnet, 2012) e stimola il sistema immunitario attivando i
macrofagi per produrre anti-citochine infiammatorie e limitando quindi il potenziale
infettivo (Peluso et al.,, 1994; Fong & Hoemann, 2018). Numerosi studi hanno
dimostrato la sua elevata citocompatibilita con cheratinociti, epatociti, condrociti,
osteoblasti e neuroni (Rodriguez-Vazquez et a., 2015; Nawrotek et al., 2016). Inoltre,
& atossico ed ha un’elevata sicurezza, infatti anche i suoi prodotti di degradazione,
dovuti all’azione del lisozima, enzima presente nella saliva, nel fluido lacrimale e nella
mucosa polmonare, e delle lipasi presenti nel fluido gastrico e pancreatico, non
mostrano tossicita (Pantaleone et al.; 1992; Peniche et al., 2003; Muxika et al., 2017;
Naveed et al., 2019). E stato anche dimostrato che ha capacita cicatrizzanti, il che lo

rende un materiale promettente per la medicazione di ferite (Matica et al., 2019).

I CH & raramente presente in natura e generalmente viene ottenuto mediante
deacetilazione della chitina (Figura 9), omopolimero composto da unita di N-
acetilglucosamina unite da legami B 1-4 glicosidici, presente nei gusci di crostacei e
molluschi, nelle pareti cellulari di alcuni funghi e nelle cuticole degli insetti. Il processo
di deacetilazione e condotto mediante idrolisi chimica in ambiente alcalino o idrolisi
enzimatica ad opera dell’'enzima deacetilasi (Jayakumar et al., 2010) e da origine ad
un polimero con grado di deacetilazione non inferiore al 60% e peso molecolare
compreso tra 300 e 1000 kDa (Liu et al., 2011). Oligomeri di CH possono essere

ottenuti per degradazione enzimatica o chimica delle macromolecole ad alto peso
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molecolare (Croisier & Jérdme, 2013). |l grado di deacetilazione e il peso molecolare
risultano importanti parametri da cui dipende la velocita di degradazione del
polimero stesso. E stato dimostrato che un elevato grado di deacetilazione e un
elevato peso molecolare riducono sensibilmente la degradazione enzimatica del

polimero (Li et al., 2007) a causa della scarsa affinita che esso mostra per I'enzima.

Chitin
deacetylase

Chitosan

Figura 9. Strutture molecolari e processo di deacetilazione della chitina per

ottenere CH (Harmsen wt al. 2019)

Studi condotti da Hsu et al., (2004) sull'impiego di film di CH quali scaffold, hanno
dimostrato che il grado di deacetilazione del policatione ha influenzato l'idrofilia e la
biocompatibilita dei film ottenuti. Il peso molecolare, d'altra parte, ha influenzato la
velocita di degradazione e le proprieta meccaniche. Il CH con un pilu alto grado di
deacetilazione e piu alto peso molecolare mostrava le migliori caratteristiche per
I"applicazione nel campo dell’ingegneria tissutale. L’addizione di alginato al film ne
migliorava le proprieta applicative, aumentandone l'idrofilia, la biocompatibilita e

I’elasticita.

E stato dimostrato da Goy et al. (2009) che un basso grado di deacetilazione, ne
potenziava |'attivita antimicrobica. Altri autori hanno dimostrato che un basso grado

di deacetilazione induceva una risposta inflammatoria acuta a causa della veloce
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degradazione, al contrario un grado di deacetilazione elevato determinava

un'inflammazione minima e un'affinita minore in vitro per gli enzimi (Dongre, 2019).

Il CH ha un pKa pari a 6.3 che lo rende insolubile in soluzioni acquose alcaline. Mentre
a pHinferiori o pari a 6 la protonazione dei gruppi amminici rende la molecola solubile
negli acidi anche diluiti. Cio conferisce al polimero proprieta muco-adesive, dovute
all'interazione elettrostatica con i componenti del muco carichi negativamente
incluso I'acido sialico e le superfici epiteliali (Peppas & Buri, 1985; Lehr et al., 1992;
Khutoryanskiy, 2011). Anche il legame idrogeno e l'interazione idrofobica svolgono

un ruolo importante nella mucoadesione del CH (Sogias et al., 2008).

Per questa sua interessante proprieta il CH e stato ampiamente utilizzato nella
progettazione di forme di dosaggio per la somministrazione transmucosale dei
farmaci. ChiSys® ad esempio € una piattaforma di somministrazione nasale di vaccini
a base di CH che ha mostrato un elevato potenziale nelle indagini precliniche e
cliniche come adiuvante per una varieta di antigeni. ChiSys® ha aumentato
significativamente la risposta anticorpale e |'efficacia degli antigeni somministrati

(Watts et al., 2014).

La limitata solubilita in acqua a pH neutri e basici del CH potrebbe limitarne
I"applicabilita clinica. Inoltre allo scopo di amplificare le proprita mucoadesive del
polimero sono stati realizzati derivati semisintetici, intervenendo sui gruppi amminici
e ossidrilici presenti nella catena. Il trimetil CH mostra una carica positiva persistente
che gli conferisce ottime proprieta mucoadesive e migliore solubilita in un range di
pH piu ampio rispetto al CH non modificato (Kulkarni et al., 2017). Un altro derivato
molto interessante & I’N-acetilcisteina di CH. Esso e ben tollerato dai tessuti oculari e
mostra elevata efficacia nel trattamento dei sintomi da occhio secco. Il collirio
Lacrimera®, contenente N-acetilcisteina CH, & stato approvato per il trattamento
dell’occhio secco. L'effetto rigenerativo del collirio raggiunge il picco a 2 settimane

dall’applicazione e si mantiene per almeno 1 mese (Nepp et al., 2020).

I CH & considerato un eccellente vettore di farmaci, per superare i meccanismi

protettivi dell’occhio e migliorare la permeabilita corneale, come ampiamente
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riportato in letteratura (Paolicelli et al., 2009; Pontillo & Detsi, 2019; Yu et al., 2020;).
Di Colo et al. (2004) hanno studiato I'effetto del CH e dell'N-carbossimetil CH sulla
farmacocinetica oculare dell'ofloxacina. Il CH ha migliorato la penetrazione del
farmaco attraverso il tessuto oculare, producendo una concentrazione di farmaco
nell'umore acqueo maggiore rispetto ai colliri convenzionali (Exocin®) e ad una
soluzione di riferimento di sola ofloxacina. Cid pud essere dovuto all'interazione
elettrostatica del CH con le cariche negative dell’epitelio oculare, con conseguente
riorganizzazione e apertura delle giunzioni strette. L'N-carbossimetil CH non ha
aumentato significativamente la Cmax del farmaco nell'umore acqueo, tuttavia, ha
determinato una concentrazione di ofloxacina allo stato stazionario da 30 a 150
minuti dopo la somministrazione oculare. Gli autori hanno dimostrato che
I'aumentato tempo di residenza preoculare del farmaco rispetto alla formulazione di
riferimento & da imputare alla maggiore viscosita delle formulazioni a base di CH e

del suo derivato.

Il CH mostra anche importante attivita antibatterica. || meccanismo d’azione con il
quale il CH eserciti questa azione € ancora oggi oggetto di studio. Sono state tuttavia
proposte diverse ipotesi. Una delle quali prevede che il CH, come tutti gli agenti
antibatterici carichi positivamente, sia capace di danneggiare le membrane cellulari
mediante un’interazione elettrostatica con i componenti carichi negativamente delle
membrane. Sudarshan et al. (1992) hanno dimostrato che l'interazione dei gruppi
amminici della glucosamina (NH3+), carici positivamente, con le cariche negative
della membrana delle cellule batteriche, provoca un aumento della permeabilita, la
fuoriuscita di componenti citoplasmatici e la conseguente morte cellulare. L’attivita
del CH si riduce notevolmente a pH 7, a causa della deprotonazione dei gruppi
amminici e della sua ridotta solubilita. Esiste infatti una proporzionalita diretta tra
I’effetto antibatterico del CH e il numero dei suoi gruppi amminici protonati (Fei Liu
et al., 2001). A supporto di questa ipotesi € stato dimostrato che il ceppo mutato di
Salmonella typhimurium presentava una maggiore resistenza all’azione del CH a

causa della ridotta carica negativa della membrana rispetto al ceppo non mutato.

30

—
| —



CAPITOLO 2: DRUG DELIVERY SYSTEM

Inoltre, diversi ceppi di Staphylococcus aureus, erano piu suscettibili al CH

all’aumentare della carica negativa di membrana (Helander et al., 2001).

E stato anche ipotizzato che il CH possa svolgere un’azione soppressiva dell'mRNA
batterico, grazie al legame intranucleare del polimero al DNA del microrganismo

bersaglio (Fei Liu et al., 2001).

Gli effetti antimicrobici del CH potrebbero anche essere dovuti alla chelazione di
metalli cationici come Ca?* e Mg?*, che svolgono un ruolo importante nel

metabolismo batterico (Varma et al., 2004).

Secondo un altro studio condotto da Kravanja et al., il CH potrebbe agire creando una
barriera nei confronti dei microorganismi, impedendo ai nutrienti e all'ossigeno di

raggiungerli, e di conseguenza causandone la morte (Kravanja et al., 2019).

In tutti i casi bisogna tener conto che le differenze strutturali delle membrane
batteriche, sono un fattore determinante per la sensibilita dei microorganismi agli
antibatterici, incluso il CH. Infatti, sembra che i batteri Gram-negativi siano piu

fortemente inibiti dal CH rispetto ai batteri Gram-positivi (Kong et al., 2010).

| diversi meccanismi dipendenti dalle diverse caratteristiche strutturali dei batteri

sono mostrati in Figura 10.
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Figura 10. Confronto tra i meccanismi ipotizzati del CH nei Gram-negativi
(soppressione dell'mRNA e blocco delle vie cellulari per ricevere nutrimento vitale)
e nei batteri Gram-positivi (chelazione dei metalli essenziali per la cellula e

fuoriuscita di agenti citoplasmatici) (Rashki et al., 2021)

Per le importanti proprieta mostrate dal CH, esso puo essere facilmente impiegato in
diverse forme di dosaggio, quali, film, compresse, nano e microparticelle,
consentendo la progettazione e la realizzazione di una varieta di dispositivi medici e

farmacologici utilizzabili a diversi scopi (Muzzarelli, 1973).

In particolare, NPs a base di CH (CH-NPs) hanno suscitato negli anni grande interesse
quali veicoli polimerici per lo sviluppo di nuovi sistemi terapeutici da impiegare
attraverso vie di somministrazione poco invasive quali la via orale, nasale, polmonare

e oculare.
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2.5 NANOSFERE DI CHITOSANO (CH-NPs)

Le CH-NPs vengono ottenute molto facilmente mediante un processo di gelazione
ionotropica, ossia, la soluzione acquosa contenente il polimero carico positivamente
viene addizionata di un polianione che, per interazione elettrostatica, gelifica il CH,
originando NPs, come mostrato in Figura 11. || metodo e semplice e sicuro poiché
evita I'impiego di solventi organici, inoltre, permette I’applicazione su larga scala. Il
polianione maggiormente utilizzato e il tripolifosfato (TPP) ma possono essere
utilizzati altri agenti gelificanti quali il sodio solfato o polimeri quali il destran solfato,
I'acido ialuronico e recentemente ciclodestrine cariche negativamente. Le
dimensioni, 'omogeneita particellare e la carica superficiale possono essere
ottimizzate adattando i parametri di processo, quali concentrazione di CH e di
polianione, rapporto CH/polianione ed ancora pH, temperatura ed altro ancora

(Shukla et al., 2013).
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Figura 11. Rappresentazione grafica (a) e diagramma schematico (b) della

formazione di CH-NPs tramite gelazione ionotropica (Desai, 2016)
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Le CH-NPs sono ampiamente studiate come sistema di rilascio di una grande varieta
di principi attivi, quali, antibatterici, antitumorali, cerebrotonici ed altri ancora per
somministrazione attraverso la via orale, nasale, oftalmica, polmonare e
transmucosale. Tutte le proprieta possedute dal CH libero continuano ad essere
espresse anche dalle CH-NPs ed anzi in alcuni casi esse vengono amplificate (Rashki

et al,, 2021).

Studi condotti da Piras et al., (2014) hanno dimostrato che CH-NPs possiedono
caratteristiche idonee al rilascio di peptidi con attivita antimicrobica, quali il lisozima.
CH-NPs contenenti il peptide antimicrobico, con dimensioni intorno ai 150 nm, sono
state preparate per gelazione ionotropica con TPP. Le CH-NPs preservavano
efficacemente I'attivita antibatterica dell'enzima, che é stato rilasciato dal sistema in
3 settimane ed e rimasto attivo nei confronti dello Staphylococcus epidermidis fino a
5 giorni di incubazione. Oltre all'attivita antibatterica intrinseca del CH e del lisozima,
le NPs contenenti lisozima hanno evidenziato un'attivita antibatterica sostenuta che
ha comportato una consistente riduzione del numero di S. epidermidis vitali rispetto
alle CH-NPs vuote. Inoltre, le CH-NPs contenenti lisozima hanno mostrato una piena
citocompatibilita in vitro nei confronti dei fibroblasti murini. Risultati simili sono stati
ottenuti dagli stessi autori (Piras et al., 2015) con un altro peptide antibatterico

cationico, la temporina B.

Le CH-NPs si dimostrano anche efficaci nel trasporto di agenti neoplastici a specifici
tessuti tumorali mediante meccanismi di targeting attivo o passivo. Di grande
importanza per |'efficacia antitumorale sono le caratteristiche strutturali del CH
utilizzato per la realizzazione delle NPs, quali il peso molecolare, il grado di
deacetilazione, il grado e sito di sostituzione (Zhang et al., 2019). In Figura 12 sono

mostrate le proprieta del CH che influenzano I'efficacia delle NPs in oncologia.
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Figura 12. Caratteristiche strutturali del CH e loro influenza sulle CH-NPs in

I'oncoterapia (Zhang et al., 2019)

Nel 2005, Huang et al. per la prima volta effettuarono una valutazione completa degli
effetti del peso molecolare e del grado di deacetilazione del CH sull'assorbimento
cellulare e sulla citotossicita delle CH-NPs. Nel loro studio, il peso molecolare del CH
variava da 10kDa a 213kDa e il grado di deacetilazione dal 46% all'88%. | risultati
dell’'uptake cellulare dimostrarono una correlazione positiva con la carica superficiale
delle CH-NPs e un aumento di internalizzazione con la riduzione del peso molecolare
e grado di deacetilazione. La diminuzione del grado di deacetilazione ha anche
attenuato la citotossicita delle CH-NPs nei confronti di cellule A549, al contrario il
peso molecolare influenza solo marginalmente la citotossicita (Huang et al., 2004).
Studi condotti da altri autori (Park et al., 2007) hanno dimostrato che la dimensione
e il potenziale zeta di CH-NPs di glicole non influenzavano particolarmente le
proprieta chimico-fisiche e I'attivita in vivo delle stesse, ma le CH-NPs preparate a
partire dal polimero con un peso molecolare di 250kDa permanevano in circolo per
un tempo maggiore e mostravano una migliore selettivita per le cellule tumorali (Park
et al., 2007). Al contrario, CH-NPs preparate a partire da derivati anfifilici del CH con
basso peso molecolare (5kDa, 10kDa, 20kDa) mostravano una certa citotossicita in
vitro contro cellule HepG2. Questi studi permettono di concludere che il peso

molecolare del CH non e un fattore chiave che influenza le caratteristiche chimico-
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fisiche delle NPs, tuttavia un peso molecolare relativamente alto garantisce un tempo
di circolazione piu lungo delle NPs nel sangue e pertanto garantisce un’elevata
selettivita del tumore. Un elevato grado di deacetilazione produce un'elevata densita
di carica superficiale delle NPs, con conseguente aumento dell'assorbimento cellulare

e dell'efficacia antitumorale (Zhang et al., 2019).

Studi sull’attivita antitumorale di CH-NPs funzionalizzate superficialmente mediante
coniugazione con metossi PEG (NPs peghilate) e metotrexato hanno mostrato
un’elevata capacita targeting verso cellule HelLa che sovraesprimono i recettori del
folato (Chen et al., 2014a). Allo stesso modo, Jia et al. (2014) hanno dimostrato che
coniugando sia la mitomicina C, che il metotrexato a CH-NPs peghilate si osservava
un potenziamento dell’uptake cellulare delle NPs mediante endocitosi mediata dal
recettore dell'acido folico, ed un’elevata efficacia antitumorale contro i tumori H22,
in seguito all’azione sinergica dei due farmaci. Ancora piu importante, le NPs non
inducevano alcuna perdita di peso corporeo dei topi rispetto a un'evidente perdita di

peso causata dal trattamento con mitomicina C e metotrexato liberi.

CH-NPs contenenti epigallocatechina-3-gallato (EGCG), un polifenolo del té verde,
per la somministrazione orale hanno mostrato elevata stabilita nel succo gastrico
simulato con un rilascio di principio attivo limitato. Il polifenolo veniva velocemente
rilasciato nell’intestino. Inoltre, le CH-NPs contenenti EGCG hanno mostrato
significativi effetti inibitori in vivo contro i tumori della prostata e del melanoma

(Siddiqui et al., 2014).

Un coniugato di CH a basso peso molecolare e indometacina & stato sintetizzato per
la successiva preparazione di CH-NPs chemosensibilizzanti contenenti doxorubicina
(DOX) per il targeting tumorale. L'indometacina ¢ stata legata al CH tramite legame
ammidico allo scopo di inibire I'efflusso di DOX dalle cellule tumorali. Sono state
ottenute CH-NPs contenenti DOX con dimensioni <75 nm, indice di polidispersita di
0.2 e potenziale zeta positivo. Il rilascio di DOX dalle CH-NPs era pil rapido a pH acido

piuttosto che a pH fisiologico ed € aumentato in presenza di lisati cellulari. Studi su
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cellule A549 (cellule di carcinoma polmonare umano), hanno evidenziato un
aumentato dell’uptake cellulare e dell’efficacia antitumorale rispetto alla DOX libera.
Studi di farmacocinetica in vivo dopo somministrazione endovenosa nei ratti hanno
mostrato una clearance significativamente inferiore della DOX incapsulata rispetto al

farmaco libero (Lee et al., 2017).

Anche Feng et al. (2013) hanno segnalato una potenziale strategia di
somministrazione orale della DOX cloridrato, incapsulata in CH-NPS. E stato scoperto
che queste nanostrutture migliorano I'assorbimento intestinale di essa in tutto

I'intestino tenue.

Un’altra applicazione interessante delle CH-NPs € la somministrazione orale di DNA
per l'espressione genica, poiché esse possono essere un promettente sistema di
protezione per proteine o geni dall'ambiente dannoso del tratto gastrointestinale e
facilitarne l'ingresso nelle cellule. L'espressione genica delle CH-NPs che incapsulano
DNA potrebbe essere dovuta al loro assorbimento cellulare e al successivo rilascio del
DNA all’interno delle cellule (Bowman & Leong, 2006; Yang et al., 2017). Esse possono
essere facilmente formate dalla coacervazione tra i gruppi amminici carichi
positivamente del CH e i gruppi fosfato carichi negativamente del DNA (Leong et al.,
1998; Mao et al., 2001).

Okoli et al. (2000) hanno somministrato ai topi CH-NPs contenenti il DNA del fattore
IX umano, necessario nella terapia genica per I'emofilia. La dose iniziale di 25 pg di
DNA ha portato a una diminuzione del livello di hFIX nel plasma dei topi C57bl/6J da
37 ng/mL il giorno 7 a 21 ng/mL il giorno 28. Il declino sembrava coincidere con
I'aumento del livello di anticorpi anti-hFIX. | topi trattati con la stessa dose di DNA

nudo, non hanno mostrato questi effetti.

E stato inoltre dimostrato da Chen et al. (2004) un effetto terapeutico dopo
somministrazione orale di CH-NPs contenenti il gene per I'eritropoietina murina

(mEPQ). Una dose di 50 pug di CH-NPS contenti mEPO ha portato ad un aumento
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dell'ematocrito. Questo aumento dell'ematocrito non & stato rilevato nei topi ai quali

e stato somministrato DNA plasmidico mEPO nudo.

Gli autori Bowman et al. (2005) hanno dimostrato che anche il gene per il fattore VIII
della coagulazione (FVIII) & stato somministrato con successo a topi sotto forma di
CH-NPs. La veicolazione di 600 pg di DNA di FVIII sotto forma di CH-NPs ha portato a
livelli di fattore VIII plasmatico equivalenti a 0.02-0.04 IU/mL (attivita del 2%-4%) nei
topi con emofilia A. Inoltre, la somministrazione di CH-NPs di DNA FVIII ha portato a
livelli significativamente maggiori di correzione del sanguinamento fenotipico

rispetto alla somministrazione di DNA plasmidico nudo.

Le CH-NPs possono incapsulare con successo |'antigene e migliorare I'attivazione dei
macrofagi e delle cellule dendritiche (DC). L'antigene incapsulato nelle CH-NPs induce
una risposta immunitaria antigene-specifica umorale e cellulo-mediata amplificata
rispetto all'antigene libero solubile. Inoltre, esso viene protetto dalla degradazione
acida ed enzimatica nell'intestino tenue e viene aumento il suo tempo di residenza.
E stato dimostrato che le CH-NPs possono aumentare il rilascio di citochine
proinfiammatorie, quali I'interleuchina 1 beta (IL-1B), I'interleuchina 6 (IL-6), il fattore
di necrosi tumorale alfa (TNF-a), la proteina chemiotattica dei monociti 1 (MCP-1) e
la proteina inflammatoria dei macrofagi 1a (MIP-1a) e possono promuovono la
proliferazione delle proteine di superficie CD4+ e CD8+. Nel caso in cui il vaccino
viene somministrano in CH-NPs per via nasale, esso induce una risposta immunitaria
sistemica, con aumento della produzione di interferone gamma antigene-specifico
(IFN-y). Sono diversi i vaccini basati su CH-NPs che sono stati preparati, uno tra questi
il vaccino a DNA contro l'influenza suina, che ha mostrato una buona morfologia, un
alto tasso di incapsulamento e un'elevata stabilitd. E capace di indurre risposte
immunitarie migliori rispetto al solo vaccino a DNA e permette un rilascio prolungato

del DNA plasmidico (Zhao et al., 2011; Sun et al., 2018).
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In letteratura e dimostrato che CH-NPs riescono anche ad immobilizzare I'attivita di
diversi enzimi, quali ad esempio le glucoamilasi. L'immobilizzazione enzimatica € una
tecnologia ampiamente utilizzata, che ha lo scopo di isolare un enzima per studiarlo,

riutilizzarlo, oppure migliorarne la stabilita (Wang & Jiang, 2018).

La tecnologia delle CH-NPs viene sempre piu sfruttata per superare i limiti della
somministrazione orale dei farmaci, prima tra tutte la stabilita del tratto
gastrointestinale dei farmaci acido-labili. Infatti sono in grado di proteggere i farmaci
dalla degradazione enzimatica e dal pH variabile del tratto gastroenterico (Wang et
al., 2011; Shukla et al., 2013). Grazie alle piccole dimensioni delle particelle, all’'ampia
area superficiale e ad una superficie potenzialmente modificabile, questi sistemi
hanno dimostrato di essere vettori di successo per proteine, peptidi, DNA e molecole
di farmaci. Infatti, modificando il CH o funzionalizzando le NPs si ottiene un rilascio
controllato, alterando la velocita di transito degli agenti terapeutici (Chaudhury &
Das, 2011).

Jpseph et al. (2016) hanno progettato CH-NPs contenenti sunitinib, un inibitore della
tirosin-chinasi, con un'efficienza di incapsulamento del 98% e un rilascio prolungato

del farmaco fino a 72 ore.

Bay 41-4109, un inibitore attivo del virus dell'epatite B & stato formulato come CH-
NPs per migliorare la solubilita del farmaco e la biodisponibilita orale (Xue et al.,
2015). La citotossicita del Bay 41-4109-CH-NPs e risultata trascurabile e
I'assorbimento del farmaco maggiore. Questo sistema & stato sviluppato con
I'obiettivo primario di prolungare il tempo di circolazione del farmaco nel sangue.
Uno studio farmacocinetico condotto da Xue et al. (2015) nei ratti ha dimostrato un
aumento di 3.3 volte della Cmax, un aumento dell'AUC e un aumento di 4 volte della

biodisponibilita assoluta delle NPs rispetto alla sospensione di Bay 41-4109 libero.

In letteratura & riportato che le CH-NPs possono essere utilizzate per la
somministrazione orale di eparina ed enoxaparina a basso peso molecolare,

portando ad un assorbimento orale in vivo significativamente migliorato rispetto alla
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semplice soluzione di enoxaparina e riducendo di circa il 60% la formazione di trombi

nel modello di trombosi venosa di ratto (Bagre et al., 2013).

Delle CH-NPs contenenti eparina sono anche state utilizzate per il trattamento di
infezioni intestinali dovute ad Helicobacter pylori. L'eparina oltre ad essere un noto
anticoagulante promuove la guarigione dell'ulcera gastrica mediante la rigenerazione
della mucosa, la proliferazione e I'angiogenesi. Il sistema di CH-NPs protegge il
farmaco incapsulato dagli acidi gastrici e una volta arrivato a destinazione, le cariche
positive presenti sulla superficie delle NPs dovute alle catene non reticolate di CH
interagiscono con i siti carichi negativamente della mucosa e aprono le giunzioni
cellulari strette, permettendo al farmaco di attraversare la mucosa ed agire (Lin et

al., 2009).

La carica cationica delle CH-NPs e capace di proteggere |'insulina dalla degradazione
ad opera dei fluidi gastrici dello stomaco, e consente un maggiore rilascio di insulina

(40%) rispetto alla sola insulina (18%) nei liquidi intestinali (Shelley & Babu, 2018).
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Possiamo concludere che le CH-NPs hanno molte applicazioni nell'aumentare la
biodisponibilita orale e |'efficienza in vivo, illustrate nella seguente rappresentazione

schematica (Figura 13):

Oral delivery of
drug loaded
chitosan NP

Oral drug
delivery

Degradation
of drug due to
stomach pH

Drugstable
in stomach
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absorption
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available for
absorption

Low
bioavailability

Figura 13. Efficienza in vivo delle CH-NPs caricate con farmaco nel migliorare
I'assorbimento del farmaco attraverso I'epitelio intestinale, aumentando cosi il

farmaco disponibile per I'assorbimento (Mohammed et al. 2017)
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2.6 LE CICLODESTRINE (CYDs)

Le CYDs furono isolate per la prima volta da Antoine Villiers nel 1891 e la completa
caratterizzazione ebbe luogo nei successivi 50 anni. Sono substrati naturali che
derivano dalla degradazione batterica dell'amido, attraverso |'azione metabolica
dell'enzima ciclodestrina glicosil transferasi (GCTase). Tale enzima viene prodotto da
circa 15 specie batteriche, principalmente Bacilli (Macerans, Circulans, Megaterium,
Sterotermophilus, Alkalophylic), Micrococcus (Varians, Luteus) e Klebsiella
Pneumonie (Bender, 1977).

La CGTase agisce sull’amido staccando dalle catene glucosidiche che lo costituiscono,
frammenti contenenti da 6 a 12 unita di glucosio e unendone gli estremi, con un
legame a 1-4 glicosidico, in modo da ottenere una miscela di molecole cicliche (di
Cagno, 2016; Jansook et al., 2018).

Per la particolare conformazione a sedia che le unita glucosidiche assumono nello
spazio, le CYDs risultano avere una conformazione tronco conica (Figura 14) e sono
costituite da una cavita centrale lipofila e una superficie esterna idrofila. Le funzioni
ossidriliche sono orientate verso I'esterno; in particolare, quelle primarie sul bordo
piu stretto e quelle secondarie sul bordo piu largo. La cavita interna invece e
idrofobica per i gruppi -CH- e per gli ossigeni glucosidici che con i loro doppietti liberi
determinano alta densita elettronica conferendo alla sostanza un carattere di base di

Lewis (Fromming & Szejtli, 1993).
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(a) Chemical Structure - (b) 3D Structure
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Figura 14. Struttura tronco-conica delle CYDs (Zhou & Ritter, 2010)

Esse sono in grado di formare complessi di inclusione con farmaci lipofili,
generalmente in rapporto molare 1:1. L'inclusione nella cavita stabilizza il farmaco a
pH fisiologico e ne migliora le proprieta chimico-fisiche, garantendo un effetto
protettivo nei confronti di ossigeno, acqua, calore e radiazioni, senza pero alterarne
le caratteristiche molecolari. Come dimostrato, durante la formazione del complesso
non si formano né si rompono legami covalenti, ma si hanno interazioni
elettrostatiche, contributi di van der Waals, legami a idrogeno, deformazioni
conformazionali e interazioni di trasferimento di carica (Kurkov & Loftsson, 2013;
Venuti et al., 2019).

Per questa ragione, in soluzione acquosa, il complesso & in equilibrio dinamico con le
molecole di farmaco e di CYDs libere. Il rilascio del principio attivo dal complesso &
quindi funzione della sua costante di stabilita (Ks) (Figura 15), i cui valori devono
essere compresi tra 200 e 20000 M (Stella & He, 2008). Valori troppo bassi causano
un rilascio immediato del farmaco, mentre valori troppo alti creano un complesso
talmente stabile da causare un rilascio troppo lento, incapace di generare I'effetto

terapeutico, o addirittura la mancata liberazione dello stesso.
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. K
+ —""*—

Drug Cyclodextrin Drug:Cyclodextrin Inclusion
Complex

Figura 15. Struttura schematica della formazione del complesso di inclusione

(Stella & Rajewski, 2020)

Sono comuni tre tipi di macrocicli, che hanno sei, sette o otto unita di glucosio,
denominate rispettivamente a-CYD, B-CYD e y-CYD (Figura 16). La B-CYD presenta le
migliori caratteristiche in termini di compatibilita volumetrica con la maggior parte
delle molecole con attivita terapeutica, tuttavia, la sua solubilita in acqua & molto
bassa (circa 0.016 M a 25°C) per la presenza di legami ad idrogeno tra i gruppi
ossidrilici secondari di unita glucosidiche adiacenti (Pinjari et al., 2007; Oliveri &
Vecchio, 2018). Sono state pertanto operate su questa CYD diverse modifiche
chimiche con I'obiettivo di rompere questi legami e modificarne la solubilita in acqua

e nei solventi organici e migliorarne le capacita complessanti.
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Figura 16. struttura e conformazione delle CYDs naturali (Gidwani & Vyas, 2015)
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Le principali sostituzioni operate a carico degli ossidrili primari e/o secondari della
B-CYD hanno riguardato alchilazione, ramificazione, realizzazione di polimeri e di
dimeri.

Le CYDs alchilate presentano una migliore solubilita in acqua anche se i gruppi
sostituenti posseggono carattere lipofile, come il metile e [lidrossipropile.
L'alchilazione pud essere di tipo specifico, che permette di ottenere prodotti
cristallini a struttura definita, oppure puo essere random, cioé non si conoscono quali
e quanti gruppi ossidrilici vengano sostituiti, ma si conosce solo il grado medio di
sostituzione.

Le capacita complessanti delle CYDs ramificate vengono ridotte a causa
dell'ingombro sterico prodotto dalle ramificazioni che si oppongono all’ingresso del
farmaco nella cavita. Tuttavia, la solubilita di queste CYDs aumenta notevolmente e
alla stessa maniera viene ridotta I’attivita emolitica mostrata dalla B-CYD nativa.

Le CYDs polimeriche vengono utilizzate per la realizzazione di forme farmaceutiche a
rilascio prolungato perché sono poco solubili. Infine, i dimeri di CYD permettono

I'inclusione di molecole di grandi dimensioni.
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OR
o] 0,
RO
RO RO
c J
Nomenclature Abbreviation Number o_f R = RO
pyranose units —0
a-cyclodextrin aCD 6 -H
B-cyclodextrin BCD 7 -H
Methyl-g-cyclodextrin MBCD 7 -CHs
Hydroxypropyl-g-cyclodextrin HPBCD 7 -CH2CH(OH)CH3
sulfobutyl-ether-B-cyclodextrin ~ SBEBCD 7 -(CH2)4SOsNa* Pyranose monomer
y-cyclodextrin ycD 8 -H
Hydroxypropyl-y-cyclodextrin yCD 8 -CH2CH(OH)CHs
&-cyclodextrin 5CD 9 -H
g-cyclodextrin eCD 10 -H
{-cyclodextrin iCD 1 -H

Figura 17. Prospetto frontale (A); prospetto superiore (B); nomenclatura e
caratteristiche chimiche (C) delle CYDs pil comuni. Gli ossigeni blu rappresentano i
legami eterici 1-4 (legami inter-monomerici), mentre gli ossigeni rossi
rappresentano i legami eterei piranosici 1-5 (legami intra-monomerici).

Le linee verdi rappresentano i legami idrogeno intramolecolari che si formano

guando non sono presenti gruppi sostituenti (R: -H) (Di Cagno, 2016)
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La solubilita in acqua e i pesi molecolari delle CYDs native, e delle piu comuni CYDs

modificate, sono riportati in Tabella 1.

Tabella 1. Caratteristiche di diversi tipi di CYDs (Gidwani & Vyas, 2015)

Solubilita in acqua  Peso molecolare

25 °C (mg/mL) (Da)
CYDs NATURALI
145 972
18.5 1135
232 1297
CYDs MODIFICATE CHIMICAMENTE
2600 1400
2500 2163
>500 1312
2500 1576

Le modifiche chimiche operate a carico della B-CYD oltre ad aumentare sensibilmente
la solubilita in acqua dei nuovi derivati, ne modificano anche il destino metabolico.
Le tre CYDs naturali in seguito a somministrazione orale, non vengono assorbite, ma
metabolizzate nel colon: vengono trasformate prima in maltodestrine, maltosio e
glucosio; essi vengono ulteriormente degradati, assorbiti e, quindi, eliminati sotto

forma di CO; e H,0 (French, 1957).

Le CYDs modificate non vengono metabolizzate per motivi di ingombro sterico, e

immodificate vengono eliminate con le feci (Szejtli 1987).

In seguito a somministrazione parenterale, la B-CYD provoca nel ratto nefrotossicita
a causa della sua scarsa solubilita in acqua. In seguito al riassorbimento tubulare si ha
una concentrazione della soluzione, che provoca la precipitazione del macrociclo con

formazione di cristalli. Questo portera a vacuolizzazione citoplasmatica e formazione
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di lisosomi giganti, i quali possono rompersi, portando alla morte cellulare. E
ipotizzabile inoltre che la B-CYD sia in grado di estrarre il colesterolo dalle membrane
delle cellule renali, con conseguente permeabilizzazione cellulare e fuoriuscita di
proteine e altri contenuti cellulari. Le CYDs metilate sono responsabili dell’insorgenza

di effetti emolitici (Irie & Uekama, 1997; Thompson 1997; Szente et al., 1998).

Studi in vitro hanno dimostrato che a basse concentrazioni di B-CYD (inferiori a 3
mM), si osserva un effetto protettivo contro I'emolisi causata da stress osmotici o
indotta dal calore e una fluidizzazione delle membrane, e non si osservano effetti
tossici gravi, mentre ad alte concentrazioni si osserva la distruzione degli eritrociti
(Uekama & Otagiri, 1987). Quest’ultimo effetto potrebbe essere legato alla capacita
di questi macrocicli di estrarre i componenti delle membrane, in particolare
colesterolo e fosfolipidi, destabilizzandole, provocandone la perdita di funzionalita e
la lisi. Solo la idrossipropil-B-CYD non sembra interagire con le membrane biologiche,
mostrando pertanto le migliori caratteristiche per I'impiego per via parenterale. Gli
effetti destabilizzanti di membrana mostrati in vitro sembrano meno importanti in
vivo. Le CYDs infatti potrebbero interagire con il materiale plasmatico circolante e

non essere disponibili per I'interazione con gli eritrociti (Puglisi et al., 1996).

La somministrazione parenterale di CYDs potrebbe provocare rari effetti collaterali a
causa dell’interazione con alcuni lipidi endogeni usati dall’organismo come mediatori
di risposte patologiche. Ad esempio, i prodotti di ossidazione dell’acido arachidonico,
quali prostaglandine e trombossani sono tutti lipidi in grado di formare complessi
d’inclusione con le CYDs. Se si inietta una CYD quando tali mediatori sono attivati le
risposte dell’organismo potrebbero essere amplificate. Un tale meccanismo é&
probabilmente alla base dei rari effetti acuti osservati a livello polmonare in seguito
a somministrazione parenterale di CYD (Giordano, 1992).

| due derivati di maggior interesse sono la 2-idrossipropil-B-CYD (HP-B-CYD) e la
solfobutiletere-B-CYD sale sodico (SBE-B-CYD), che sono le uniche CYDs a possedere
le migliori caratteristiche tossicologiche per I'impiego attraverso qualunque via di

somministrazione.
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L'HP-B-CYD é ottenuta per sostituzione dei gruppi ossidrilici in posizione 2 0 6 con il
gruppo isopropilico (Figura 18) e possiede una cavita idrofoba di dimensioni comprese
tra 0.6 e 0.65 nm di diametro (Manascoet al., 2012).

Essa mostra elevate capacita complessanti soprattutto nei confronti di molecole

neutre (Zia et al., 2001).

Figura 18. Struttura della HP-B-CYD

Inoltre presenta una solubilita in acqua molto piu elevata delle tre CYDs native
(Tabella 1) e il suo profilo biologico sicuro consente un’ampia applicazione in diversi

campi (Acton, 2013; Wang et al 2016b; Amiri S. & Amiri S., 2017).

La HP-B-CYD é ben tollerata e mostra una scarsa tossicita nelle specie animali testate,
quali ratti, topi e cani, soprattutto se somministrata per via orale. Per valutarne la
tossicita, sono stati condotti studi a breve termine, che hanno evidenziato solo lievi
cambiamenti biochimici, e studi in tempi lunghi (circa di tre mesi), che hanno
prodotto cambiamenti ematologici lievi e nessun cambiamento istopatologico. Nella
somministrazione per via endovenosa, sono stati osservati cambiamenti
istopatologici nei polmoni, nel fegato e nei reni, ma tutti i risultati sono stati
reversibili e non sono stati raggiunti effetti permanenti o dannosi per I'organismo.
Sono stati anche condotti studi per verificare se la somministrazione orale ed
endovenosa di HP-B-CYD mostrava risposte diverse nei ratti giovani rispetto ai ratti

adulti. Essa viene escreta intatta dall’emuntorio renale e con |'avanzare dell'eta e
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presente una clearance renale piu efficace, in linea con la maturazione funzionale
postnatale del rene. Inoltre, dopo somministrazione orale & stato osservato un
aumento delle feci molli correlato alla ritenzione di acqua osmotica nell'intestino
crasso. | risultati degli studi condotti sui ratti giovani sono molto simili a quelli
condotti su ratti adulti, con la somministrazione di dosi simili, della stessa durata e

nelle stesse vie (De Schaepdrijver et al., 2015).

Per quanto riguarda I'uomo, & dimostrato che la HP-B-CYD & ben tollerata, e I'unico
evento avverso registrato € la diarrea. Inoltre, fino ad oggi non sono stati

documentati eventi avversi sulla funzione renale (Gould & Scott, 2005).

Per facilitare la solubilizzazione dei componenti e stabilizzare la formulazione é stata
anche utilizzata per la preparazione di un vaccino anti Covid-19 Janssen di Johnson &
Johnson, facente parte dei vettori di virus non replicanti ingegnerizzati. E un vaccino
monovalente composto da un vettore ricombinante basato su adenovirus umano di
tipo 26, incompetente per la replicazione, che codifica per la sequenza completa della
glicoproteina spike (S) di SARS-CoV-2 in una conformazione stabilizzata, contro cui si
attiva il nostro sistema immunitario. Il vaccino Janssen e costituito da una singola
dose da 0.5 mL e contiene, oltre all’adenovirus di tipo 26, una serie di componenti tra
i quali la 2-HP-B-CYD, utile per proteggere e veicolare il principio attivo. (Chung et al.,

2020; Sharma et al., 2020; Forni & Mantovani, 2021).
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La SBE-B-CYD (Figura 19) e una CYD carica negativamente ottenuta per sostituzione
casuale di alcuni gruppi ossidrilici con gruppi solfo-butil-eterei (Sebestyén et al.,

2013).

Figura 19. Struttura della SBE-B-CYD

La sua efficienza di complessazione ¢ influenzata dalla carica del principio attivo. La
migliore inclusione si ha quando esso ha carica neutra. Quando il farmaco ha una
carica complessiva positiva, linclusione risulta efficiente, seppur in maniera
minoritaria rispetto a quando il principio attivo ha carica neutra, in seguito
all'interazione che avviene tra cariche di segno opposto. Se invece il farmaco risulta
avere carica complessiva negativa, la SBE-B-CYD ha una minore capacita di inclusione

a causa della repulsione che si instaura tra cariche dello stesso segno (Zia et al., 2001).

La SBE-B-CYD non presenta effetti tossici, perdo dal momento in cui la sua eliminazione
e dipendente dalla velocita di filtrazione glomerulare deve essere tenuta sotto
controllo la funzionalita renale, soprattutto in pazienti che subiscono
somministrazioni multiple di CYD (Rajewski et al., 1995; Luke et al., 2010).

Per quanto concerne la tossicita, | risultati hanno mostrato che i derivati solfo-alchil-
eteri non hanno dato effetti osservabili negli studi di tossicita e nessuna istopatologia
renale, probabilmente perché la presenza della carica negativa impedisce

I'interazione con il colesterolo di membrana.
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La Cydex fu la prima societa a produrre la SBE-B-CYD, con il nome commerciale di
Captisol®. La Cydex, venne fondata dall'Universita da un gruppo di investitori tra i
quali Peter Higuchi e la dottoressa Diane Thompson. L'FDA ha approvato numerosi
medicinali contenti Captisol®, uno di particolare interesse in questo momento storico
e il Remdesivir (GS-5734) di Gilead Sciences, un farmaco antivirale della classe degli
analoghi nucleotidici, approvato per il trattamento della malattia causata dal virus
Ebola, delle infezioni causate dal virus Marburg e recentemente per il trattamento di
pazienti affetti da infezione causate da Covid-19. La CYD viene utilizzata per
solubilizzare Remdesivir e consentirne la somministrazione endovenosa (Stella &

Rajewski, 2020).
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2.7 IL CONTRIBUTO DELLE CYDs IN NANOMEDICINA

L'interesse suscitato dalle CYDs in campo farmaceutico e legato alla loro capacita di
includere dentro la cavita lipofila molecole con proprieta apolari, modificandone le
caratteristiche fisico-chimiche, prime fra tutte solubilita e velocita di dissoluzione,
influenzando in questo modo la biodisponibilita (Carrier et al., 2007; Loftsson &
Duchéne, 2007).

Esse agiscono infatti formando con il principio attivo una “microincapsulazione
molecolare”, mascherando temporaneamente le proprieta lipofile del farmaco ed
esponendo all'acqua la superficie idrofila della CYD. Questa inclusione viene definita
di tipo host/guest (Jambhekar & Breen, 2016) e la forza motrice che permette tale
fenomeno ¢ il raggiungimento della stabilita termodinamica. Le molecole di farmaco
lipofile presenti nel mezzo acquoso sono circondate da molecole d’acqua rigidamente
ordinate a formare gabbie intorno alle porzioni lipofile delle molecole. Nel contempo,
la cavita delle CYDs contiene molecole di acqua che hanno liberta di movimento
limitata. In queste condizioni termodinamicamente sfavorite le molecole di farmaco
apolari spiazzano le molecole di acqua presenti nella cavita, prendendone il posto.
Laumento di disordine che ne consegue stabilizza il sistema e rappresenta la
principale ragione della formazione spontanea dei complessi di inclusione (Mohamed

Ameen et al., 2019).

Nonostante la ricerca sull’'uso delle CYDs quali agenti complessanti dei farmaci si sia
molto sviluppata negli anni 80 ancora oggi questi carrier ricevono grande interesse
da parte dei ricercatori poiché mostrano grandi capacita di miglioramento

dell’attivita di molte categorie di farmaci (Muankaew & Loftsson, 2018).

Ad oggi numerosi complessi di inclusione con CYDs native o modificate, in particolare
con gruppi idrossipropilici o sulfobutileterei, sono state approvate dalla FDA per
somministrazione orale o parenterale. Tutte le vie di somministrazioni permesse

sono mostrate in Tabella 2.
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Tabella 2. Vie di somministrazione approvate dalla FDA per le CYDs (Loftsson &

Duchéne, 2007)

VIA DI @-CYD B-CYD y-CYD HP-B-CYD SBE-B-CYD RM-B-CYD
SOMMINISTRAZIONE
ORALE X o8 X X
NASALE X
RETTALE X X
TOPICA X X X
OCULARE X X X
PARENTERALE X X X

| complessi di inclusione si sono rivelati molto efficaci nel trattamento dei tumori
(Tian et al., 2020). Curcumina, paclitaxel, DOX, camptotecina sono stati i farmaci
citotossici maggiormente studiati. Il paclitaxel & praticamente insolubile in acqua e
ad oggi e formulato in una soluzione contenente Cremophor EL® ed etanolo. La
somministrazione parenterale richiede ['ospedalizzazione del soggetto e |l
pretrattamento farmacologico per evitare eventuali fenomeni allergici. Bouquet et al
(2007) hanno dimostrato che la complessazione del paclitaxel con diverse CYDs
modificate (HP-B-CYD, SBE-B-CYD e una B-CYD metilata in modo random) aumenta
significativamente la solubilita del principio attivo. Inoltre, il complesso liofilizzato
paclitaxel/metil-B-CYD si @ mantenuto stabile per 6 mesi a 4°C e in seguito a diluizione
con acqua non ha mostrato precipitazione, rivelando ottime potenzialita per
I'impiego nella procedura di chemio ipertermia intraperitoneale. Studi in vivo su topi
C57BL/6J impiantati con cellule Hepal-6 hanno dimostrato una riduzione della

crescita del tumore e un aumento della sopravvivenza degli animali dopo
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trattamento con il complesso DOX/metil-B-CYD rispetto al farmaco libero, grazie ad
un effetto di deplezione del colesterolo dalle cellule tumorali ad opera della metil-B-
CYD (Mohammad et al., 2015). Studi recenti hanno dimostrato che il complesso
solubile celecoxib/SBE-B-CYD mostra esso stesso attivita antitumorale in vitro su
cellule A549 ed aumenta significativamente I'attivita citotossica della gemcitabina
(Rescifina et al., 2019). L'albendazolo, un farmaco ad attivita antitumorale, ha
purtroppo un uso limitato dalla sua scarsa solubilita in acqua. L’inclusione nella SBE-
B-CYD ne migliora sensibilmente la solubilita e produce una marcata attivita
citotossica in vitro contro cellule di tumore ovarico e in vivo su animali dopo

somministrazione IP (Pillai et al., 2017).

Altri farmaci largamente studiati come complessi di inclusione sono stati gli
antibatterici (Székely-Szentmiklési & Td6kés, 2013; Ding et al., 2020), gli
antiinfiammatori (Lucia Appleton et al., 2021), i cerebrotonici (Lauro et al., 2016;

Venuti et al., 2019;).

Le CYDs possono anche essere utilizzate per ridurre o prevenire l'irritazione a livello
gastrointestinale e oculare, eliminare odori o sapori sgradevoli, prevenire interazioni
farmaco-farmaco o farmaco-eccipiente o convertire farmaci in forma oleosa o liquida

in polvere microcristallina o amorfa (Uekama 2004).

Inoltre, numerosi ricercatori studiano le CYDs come potenziali principi attivi
farmaceutici (API), per la loro struttura tronco-conica tridimensionale in grado di
incapsulare molecole ed interagire con colesterolo, lipidi e proteine. Esse mostrano
un enorme potenziale nel trattamento di diverse patologie, come aterosclerosi,
dislipidemia, ipercolesterolemia, cancro, Niemann-Pick di tipo C, disturbi
neurodegenerativi, ecc. (Di Cagno, 2016). Recentemente una y-CYD opportunamente
modificata con inserimento negli otto gruppi ossidrilici primari di otto gruppi
carbossi-tio-eterei (sugammadex) & stata approvata in Europa come farmaco
(Bridion®) per il trattamento del blocco neuromuscolare da curarizzazione.
Sugammadex incapsula il rocuronio presente in circolo provocandone la rapida

rimozione ed eliminando completamente la paralisi residua. Sugammadex non
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influenza I'azione dell’acetil colinesterasi, evitando pertanto la somministrazione di
farmaci anticolinergici in genere accompagnati da gravi effetti collaterali a carico del

sistema cardiovascolare, polmonare e gastrointestinale (Sezen et al., 2015).

Nonostante gli innegabili vantaggi offerti dalle CYDs quali agenti complessanti e
solubilizzanti di farmaci lipofili, il loro impiego in terapia potrebbe presentare una
serie di limitazioni. Non & possibile, ad esempio, ottenere un rilascio prolungato, né
dotare il farmaco di organo-tropismo a causa della natura dei legami host/guest che
si instaurano. Si tratta di legami di tipo fisico e legami ad idrogeno, pertanto, in
soluzione acquosa il complesso € in equilibrio con la CYD libera e con il farmaco libero.
Il rilascio del principio attivo dal complesso & quindi funzione della sua costante di
stabilita e in vivo € generalmente molto rapido, anche in seguito alla competizione
esercitata da molecole presenti nei fluidi biologici, che mostrano elevata affinita per
la cavita del macrociclo.

Per superare questo limite le CYDs potrebbero essere utilizzate quali carrier per la
realizzazione di profarmaci macromolecolari in cui il farmaco risulta legato
covalentemente ad uno degli ossidrili liberi della CYD. In questo caso, il rilascio del
farmaco dipendera dal pH del mezzo o dal corredo enzimatico che viene a contatto
con il profarmaco (Chu et al., 2017).

Piu interessante risulta la combinazione delle CYDs con nanosistemi polimerici o
lipidici per la realizzazione di carrier supramolecolari. Essi permettono di sfruttare al
meglio le proprieta di entrambi i veicoli, ossia, la capacita delle CYDs di agire da agenti
solubilizzanti di principi attivi lipofili, con conseguente aumento della capacita di
carico dei sistemi, e le proprieta di rilascio prolungato e di targeting dei sistemi
nanoparticellari e vescicolari (Shelley & Babu, 2018; Menezes et al., 2019; Mura 2020;
Musumeci et al., 2020).

Il primo sistema multicarrier presente in letteratura e stato classificato come drug-in-
cyclodextrin-in-liposome ed ¢ stato studiato per la veicolazione di antitumorali o per
la somministrazione transdermica di farmaci lipofili. Questo approccio formulativo

puo essere utile per aumentare la solubilita dei farmaci e la stabilita delle vescicole
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liposomiali, controllando nel contempo il destino in vivo dei farmaci ed evitandone il

rapido rilascio dalle vescicole (Chen et al., 2014b).

Recentemente Maestrelli et al., (2020) hanno sviluppato un sistema di veicolazione
in cui vescicole liposomiali sono state caricate di curcumina in forma libera o inclusa
in HP-B-CYD per il trattamento dell’osteoartrite. Gli studi in vivo condotti su ratti
maschi hanno evidenziato che il sistema multicarrier riduceva il dolore e
I'infammazione per un tempo superiore a 14 giorni, al contrario il sistema
liposomiale contenente solo curcumina libera, mostrava un’azione antiinflammatoria

ridotta e un leggero aumento della capacita di movimento degli animali.

Il complesso di inclusione CYD/mTHPC (meso-tetraidrossifenilcloruro) & stato
incorporato dentro vescicole liposomiali per migliorare il trasporto al tessuto target
e favorire I'accumulo nel tumore del principio attivo. Il sistema sembra offrire
eccellenti opportunita di ottenere in maniera selettiva il targeting, prevenendo
I'irritazione locale e la tossicita del farmaco. Il sistema multicarrier possedeva una
stabilita in circolo ed un uptake superiori a quelli posseduti dai liposomi prodotti

senza CYD (Yakavets et al., 2020).

Molto sviluppata & la ricerca sull’'uso combinato di CYDs con nano- e microparticelle
polimeriche. Le CYDs possono svolgere un importante ruolo di modulatori di rilascio
dei farmaci incapsulati nella matrice polimerica e possono permettere
I'incapsulazione di farmaci lipofili quando il procedimento produttivo prevede
I'impiego esclusivo di solventi acquosi.

Il PLGA & un polimero molto utilizzato per la produzione di micro e NPs per la sua
assenza di tossicita ed elevata biodegradabilita. Le particelle di PLGA hanno la
capacita di incapsulare farmaci lipofili con efficienza di incapsulazione elevatissima.
Tuttavia, a causa dell’elevata affinita farmaco/matrice polimerica, il rilascio del
principio attivo potrebbe avvenire in tempi molto lunghi o addirittura non essere

rilasciato dal sistema. L'inserimento di una CYD, modifica la solubilita apparente del
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farmaco lipofilo e influenzandone il rilascio dal sistema particellare (Couvreur, et al.,
1982; Monza da Silveira et al., 1998).

Microsfere di PLGA contenenti celecoxib sono state prodotte con e senza la presenza
di dimetil-B-CYD per somministrazione intra-articolare. Il macrociclo permette di
ottenere particelle con elevata efficienza di incapsulazione, paragonabile a quella
ottenuta per le microsfere prodotte con il solo PLGA, ma in funzione della
concentrazione usata, modula la velocita di rilascio del celecoxib e ne potenzia

I'attivita antiinfiammatoria su colture di condrociti umani (Cannava et al., 2013a)

Studi in vitro/in vivo condotti da Li et al. (2019) hanno dimostrato I'efficacia di NPs di
PLGA e 2-HP-B-CYD di migliorare la permeazione transcorneale del triamcinolone
acetonide. La penetrazione corneale rivela un rilascio sostenuto del farmaco, che
segue una cinetica di ordine zero. Le NPs realizzate aumentavano la biodisponibilita
oculare del triamcinolone grazie ad una aumentata dispersione del sistema di rilascio
nel fluido lacrimale, rappresentando quindi una valida alternativa alle gocce oculari

convenzionali.

La formulazione di un sistema a base polimerica contenente CYDs risulta utile non
sono per la veicolazione di farmaci lipofili ma anche idrofili. Il blu di metilene & un
farmaco idrofilo impiegato ad oggi per trattare infezioni urinarie. Tuttavia, studi
recenti hanno dimostrato la sua capacita di attenuare la formazione delle placche
amiloidi, mostrando quindi effetti benefici nei riguardi di patologie neurologiche
quali Alzheimer e Parkinson (Atamna et al.,, 2007). La sua somministrazione
endovenosa puo risultare difficoltosa a causa della scarsa cooperazione dei pazienti.
Sono state pertanto realizzate nanosfere di PLGA contenenti una CYD anfifilica per il
targeting naso-cervello del blu di metilene. La presenza del macrociclo aumenta
significativamente I'efficienza di incapsulazione delle NPs e modula la velocita di
rilascio del farmaco, producendo un rilascio sostenuto nel tempo (5 giorni). Inoltre,
studi in vitro su cellule di neuroblastoma umano (SH-SY5Y) hanno dimostrato una
significativa neuroprotezione esercitata dal sistema contro gli effetti metabolici

prodotti dall'insulto con acido iodoacetico (Cannava et al., 2016).
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Un importante ruolo viene svolto dalle CYDs anche nella preparazione di particelle a
base di CH. Esse permettono I'incapsulazione con alte rese di principi attivi lipofili
alllinterno  di NPs prodotte per gelazione ionotropica o complessazione
polielettrolitica, entrambi processi che avvengono in soluzione acquosa. CYDs cariche
negativamente possono essere utilizzate in questo processo sia come polianioni per
la gelazione del CH (Krauland & Alonso, 2007) ma anche come agenti solubilizzanti.
Inoltre, I'uso di CYDs neutre nello stesso sistema pud permettere un aumento della

capacita di carico delle nanosfere e una modulazione del rilascio.

Krauland e Alonso hanno valutato I'influenza della carbossimetil-B-CYD sulle capacita
di CH-NPs di incapsulare insulina ed eparina usate come farmaci macromolecolari
modello. Il profilo di rilascio era diverso in funzione della molecola considerata e
dipendeva dalla loro interazione con la matrice polimerica. Era rapido per l'insulina e
molto lento per I'eparina. Gli autori concludevano che le CH-NPs di carbossimetil-B-
CYD potevano essere considerate sistemi versatili per il rilascio rapido o lento di

macromolecole.

Le CH-NPs di carbossimetil-B-CYD risultano anche efficaci per la somministrazione
orale di ovoalbumina (He et al., 2019) proteggendo la proteina dalla degradazione
acida ed enzimatica e producendo un aumento della biodisponibilita

dell’ovoalbumina nel piccolo intestino.

Per i suoi straordinari vantaggi, Thanh Nguyen e Goycoolea (2007), hanno scelto la
SBE-B-CYD (Captisol®) per gelificare la soluzione di CH, sfruttando l'interazione
elettrostatica tra le cariche negative della CYD e quelle positive del CH. La quercetina
(QUE), un flavonoide poco solubile, & stata scelta per testare la capacita diincapsulare
farmaci idrofobici nei sistemi. Questi sistemi sono stati preparati in assenza di
pentasodio tripolifosfato e anche in presenza, come formulazione di controllo. Negli
studi sulla solubilita di fase, la QUE ha mostrato un aumento significativo della
solubilita all'aumentare della concentrazione di CYD, in particolare 325 volte

utilizzando soluzioni SBE-B-CYD 40 mM. Le CH-NPs sono state ottenute con un valore

60

—
| —



CAPITOLO 2: DRUG DELIVERY SYSTEM

positivo del potenziale zeta, compreso tra +31 to +40 mV, dimostrando che il CH &
presente sulla superficie delle NPs. L'efficienza di incapsulamento (EE) aumentava
linearmente con la quantita di Captisol® ed era maggiore dell'85%. Rispetto ai
controlli, il contenuto di farmaco (DC) dentro le NPs aumentava fino a 2.98 e 8.1 volte.
E interessante notare che il DC dei controlli (senza Captisol®) era trascurabile e
quando la quantita di TPP veniva ridotto, EE e DC aumentavano, suggerendo che il
TPP potrebbe competere con la QUE. Dall'analisi elementare, la CYD rappresentava il
52.7% della massa totale e gli studi FT-IR hanno mostrato che essa era
completamente intrappolata nella cavita della CYD. Questo & un aspetto
fondamentale perché permette un rilascio graduale di QUE dal sistema e prolunga
I'effetto anti-quorum-sensing (anti QS). Infatti, studi biologici contro E. Coli hanno
evidenziato che le formulazioni contenenti Captisol® mostravano effetti anti-QS fino
al 61.12% e effetti antibatterici elevati, fino all’88.32%, maggiori rispetto al controllo

senza Captisol®.
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3 VIA DI SOMMINISTRAZIONE OCULARE

Particolare importanza assume la realizzazione di nuovi sistemi di rilascio modificato
dei farmaci per il trattamento di patologie che riguardano I'occhio. Sebbene esso sia
un organo facilmente accessibile dall'esterno, diversi eventi fisiologici deputati alla
sua protezione, come la semplice lacrimazione, il drenaggio naso-lacrimale,
I’'ammiccamento riflesso e le barriere oculari statiche e dinamiche, fanno si che solo
una quantita molto piccola, inferiore al 5% della dose somministrata, risulti attiva a
livello oculare (Honda et al., 2013). Inoltre, dopo l'instillazione topica di colliri &
difficile ottenere una concentrazione terapeutica del farmaco nei tessuti oculari del
segmento posteriore a causa delle barriere sopra menzionate. |l farmaco puo essere
somministrato ai tessuti oculari del segmento posteriore mediante iniezioni
intravitreali, iniezioni perioculari e somministrazione sistemica. Tuttavia, il piccolo
volume dell'occhio rispetto al volume di tutto il corpo e la presenza della barriera
emato-retinica rende la somministrazione sistemica un approccio poco pratico.
L'iniezione intravitreale € la via di somministrazione del farmaco pil comune e
ampiamente raccomandata per il trattamento delle malattie oculari posteriori.
Tuttavia, la necessita di punture oculari ripetute provoca diversi effetti collaterali
come endoftalmite, emorragia, distacco della retina e scarsa accettabilita da parte
del paziente (Bochot & Fattal, 2012). La somministrazione transclerale del farmaco
mediante via di somministrazione perioculare si € evoluta come modalita alternativa
di somministrazione del farmaco ai tessuti oculari posteriori. Sebbene Ia
somministrazione transclerale sia relativamente facile, meno invasiva e conforme al
paziente, la permeazione del farmaco € compromessa da barriere oculari statiche
quali, sclera, coroide e epitelio pigmentato retinico (RPE), e barriere oculari
dinamiche, ovvero il flusso linfatico nella congiuntiva e nell'episclera, e il flusso

sanguigno nella congiuntiva e nella coroide (Kim et al., 2007; Lee et al., 2010).

L'impiego di formulazioni altamente viscose potrebbe aumentare il tempo di
permanenza del farmaco sulla superficie oculare, migliorandone la biodisponibilita

ma non risolverebbe il problema delle somministrazioni ripetute e ad alte
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concentrazioni di farmaco, che potrebbero provocare danni sulla superficie

dell’occhio o il suo assorbimento sistemico.

Questi inconvenienti hanno portato i ricercatori allo sviluppo di forme farmaceutiche
non convenzionali che migliorassero la biodisponibilita dei farmaci ed il loro effetto
terapeutico, aggirando le varie barriere oculari che ostacolano la penetrazione dei
farmaci (Silva et al., 2017). Il primo sistema terapeutico messo a punto per la
somministrazione oculare di pilocarpina fu I’'Ocusert®. L'inserto, che si pone nel sacco
congiuntivale, permette il rilascio del principio attivo a velocita costante per una
settimana (Macoul & Pavan-Langston, 1975). Nonostante il sistema sia molto
efficiente nel controllo della pressione intraoculare, 'accettabilita da parte del
paziente non & ottimale a causa del fastidio che potrebbe provocare nel sito di

applicazione e alla probabilita di perderlo in caso di movimento eccessivo.

Altri sistemi innovativi che sono oggi in commercio sono per lo pil impianti o soluzioni
per somministrazione intravitreale (Tabella 3) ma tutti sono invasivi e ricevono una
bassa accettabilita da parte del paziente.

Per questa ragione, la ricerca nel settore oftalmico € molto attiva ed ha portato allo
sviluppo di sistemi quali nanomicelle, NPs, liposomi, dendrimeri, impianti, lenti a
contatto, nanosospensioni, microaghi e gel termosensibili in situ, in grado di
migliorare sensibilmente la biodisponibilita oculare (Patel et al., 2013). Tra questi le
NPs polimeriche sembrano mostrare ottime potenzialita per la somministrazione
oftalmica dei farmaci. Esse possono essere dotate di proprieta mucoadesive, che ne
aumentano il tempo di permanenza sulla superficie oculare, possono inoltre
mostrare capacita di promotori di assorbimento attraverso un’azione sulle giunzioni
strette dell’epitelio oculare, migliorando in questo modo la biodisponibilita dei
farmaci veicolati, e possono essere realizzate controllando opportunamente le

dimensioni e la carica superficiale per consentirne 'uptake cellulare.
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Tabella 3. Alcuni dei sistemi innovativi di rilascio dei farmaci per il trattamento di

patologie oftalmiche

Vitrasert®
(Bausch & Lomb Inc., Rochester, NY,
USA)

Retisert®
(Bausch & Lomb Inc., Rochester, NY,
USA)

Macugen®
(OSI farmaceutica Inc., Long Island, NY,

USA]

Ranibizumab Lucentis®
(Genentech Inc., South San Francisco,
CA, USA e Novartis International AG,

Basilea, Svizzera)

—
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Impianto, rilascia ganciclovir per 6 mesi
a velocita costante. Viene usato per il
trattamento della cheratite dendritica

da herpes simplex

Impianto intravitreale di 0.59 mg di
fluocinolone acetonide, che viene
rilasciato costantemente per 2.5 anni.
Si tratta di un corticosteroide indicato
per il trattamento dell'uveite cronica
non infettiva che colpisce il segmento

posteriore dell'occhio

Soluzione somministrata tramite
iniezione intraoculare di pegaptanib
sodico. Approvato dalla FDA per il
trattamento della forma essudativa
(umida) della degenerazione maculare
correlata all'eta (AMD). Si tratta di una
malattia che colpisce la parte centrale
della retina (chiamata macula),

causando I'abbassamento della vista

Soluzione per somministrazione
intravitreale di ranibizumab, un
frammento di anticorpo monoclonale
umanizzato ricombinante che agisce

nelllAMD; & un derivato dall'anticorpo

'
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similare murino bevacizumab. Esso e
piu piccolo della molecola madre ed &
stato realizzato per migliorare I'affinita
nei confronti del fattore di crescita
endoteliale vascolare A (VEGF-A). E
approvato nel trattamento della
maculopatia senile umida, dell’edema
maculare da occlusione venosa retinica,
dall’edema maculare diabetico, della
retinopatia diabetica e della

neovascolarizzazione coroideale miope

Soluzione per somministrazione
Avastin®

intravitreale di bevacizumab. E in grado
(Genentech Inc., South San Francisco,

di penetrare nella retina ed entrare
CA, USA e Roche Applied Science,

nello spazio sottoretinico dopo
Basilea, Svizzera)

l'iniezione intravitreale
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3.1 ANATOMIA DELL'OCCHIO

L’occhio € un organo estremamente complesso, poiché si stratta di una estensione
del sistema nervoso, deputato alla visione. Viene definito anche bulbo oculare, in

funzione della sua forma sferoidale di diametro di circa 2.5 cm.

Optic disc

Central retinal
artery and vein

Figura 20. Anatomia dell’occhio (Kaplan, 2007)

Esso e formato da tre porzioni:

~ Porzione esterna. Costituita dalla cornea e dalla sclera. Nella parte piu
esterna si trova la cornea trasparente, che € una zona non vascolarizzata di
grande importanza poiché protegge l'occhio e soprattutto le parti piu

profonde da infezioni e danni strutturali. La sclera invece & un rivestimento
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di tessuto connettivo che protegge |'occhio dalle forze interne ed esterne e
ne mantiene la forma. La parte visibile della sclera e ricoperta da una
membrana mucosa trasparente, la congiuntiva.

~ Porzione intermedia. E costituito dall'iride, dal corpo ciliare e dalla coroide.
L'iride controlla le dimensioni della pupilla e quindi la quantita di luce che
raggiunge la retina; il corpo ciliare controlla la potenza e la forma del
cristallino ed é il sito della produzione acquosa; e la coroide & uno strato
vascolare che fornisce ossigeno e sostanze nutritive agli strati retinici esterni.

~ Porzione posteriore. E costituita dalla retina, una struttura complessa e

stratificata di neuroni che catturano ed elaborano la luce.

Le tre strutture trasparenti circondate dagli strati oculari sono chiamate acquoso,
vitreo e cristallino. Dall’esterno verso I'interno, vengono distinte tre diverse tonache

sovrapposte (Willoughby et al., 2010; Galloway et al., 2016):

= Tonaca fibrosa, costituita dalla sclera e dalla cornea;

= Tonaca media, anche detta uvea, e fortemente vascolarizzata e fornisce
ossigeno e sostanze nutritive alle porzioni pil interne. E costituita da coroide,
corpo ciliare ed iride;

= Tonaca nervosa, anche detta retina, grazie al nervo ottico viene connessa al
diencefalo. E costituita da una parte ottica ed una cieca, cioé priva di cellule

nervose.

La funzione visiva dell’occhio & garantita dalla tonaca fibrosa e soprattutto dall’'umor
acqueo, una secrezione di elettroliti ed acqua, prodotta con una velocita di 1-2.5
mL/min, nel processo ciliare ed eliminata tramite il canale di Shlemm, che permette
anche il trasporto di nutrienti ai tessuti non vascolarizzati. Questa secrezione
continua porta alla formazione della pressione intraoculare (IOP) che assicura una
corretta visione; un aumento della IOP determina una condizione patologica nota
come glaucoma, responsabile di una riduzione della capacita visiva, sino alla cecita

(Krachmer, et al., 2005).
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L'occhio e protetto dall’esterno tramite le palpebre, le quali lo difendono da possibili
danni meccanici, dalle alte temperature o da un eccesso di luce; esse inoltre
favoriscono, tramite un processo definito di ammiccamento, la dispersione del film
lacrimale prodotto dalle ghiandole lacrimali, e ne impediscono I|’evaporazione;
guesto & un aspetto fondamentale per la funzionalita della cornea, in quanto il
mancato ammiccamento, che potrebbe essere causato dall’effetto di farmaci oppure
da condizioni patologiche, determina la formazione di zone secche della cornea. Il
film lacrimale & costituito da tre strati: lo strato mucoide, che migliora le capacita
bagnanti delle lacrime; lo strato acquoso, costituito da elettroliti, proteine, glucosio,
immunoglobuline ed ossigeno atmosferico disciolto; lo strato oleoso che facilita il
movimento delle lacrime e ne previene |'evaporazione. Le lacrime migrano attraverso
una rete di canalicoli e vengono drenate verso le cavita nasali (Davies, 2000; Tsubota

et al,, 2002).
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3.2 SOMMINISTRAZIONE OCULARE

Le somministrazioni topiche rispetto a quelle sistemiche presentano notevoli
vantaggi: sono somministrazioni semplici, indolore e non invasive; gli effetti del
farmaco sono localizzati; non si ha effetto di primo passaggio epatico per cui &
possibile ridurre le dosi somministrate (Davies, 2000). Tuttavia, l'ingresso ed il
trasporto sia di liquidi e sia di soluti nell'occhio, é regolato da diverse membrane e
barriere. Queste barriere possono ostacolare sia la somministrazione di farmaci
oculari topici, per lo pilt somministrati come colliri, che sono le forme di dosaggio piu
frequentemente utilizzate per il trattamento delle malattie oculari, ma anche

somministrazioni sistemiche di farmaci.

Innanzitutto, sono gli eventi fisiologici che avvengono a livello della zona precorneale
a determinare la quantita di farmaco disponibile per I'assorbimento e dunque per

I’espletamento dell’effetto farmacologico, tra questi (Gaudana et al., 2010):

e |l drenaggio lacrimale: all’laumentare del volume somministrato, aumenta

proporzionalmente la velocita di eliminazione lacrimale;

¢ |’evaporazione della secrezione lacrimale, che puo alterare la concentrazione della

formulazione somministrata;

¢ || legame farmaco/proteine, che riduce la quota libera di farmaco disponibile per
I'effetto. Questo evento e favorito dal turnover lacrimale che fornisce nuove

proteine;
e La degradazione enzimatica del farmaco;

¢ |'assorbimento non produttivo del farmaco, da parte della sclera e delle palpebre,

che trasferisce il farmaco alla circolazione sistemica.

La prima membrana da superare per questi farmaci & il film lacrimale, che rimuove
rapidamente i composti instillati dall'occhio, determinando una bassa
biodisponibilita. Altre barriere membranose si trovano nella cornea, nella

congiuntiva, nel corpo iride-ciliare e nella retina (Urtti, 2006; Barar et al. 2008).
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In base alle caratteristiche fisico-chimiche dei principi attivi, la somministrazione puo

avvenire attraverso:

= La via corneale, & la via di somministrazione principale per la camera
anteriore. |l passaggio dei farmaci oculari topici attraverso tale via dipende
dalla loro lipofilia, dal peso molecolare, dalla carica e dal grado di ionizzazione.
L'abbondante presenza di collagene idratato nello stroma pud ostacolare la
diffusione di agenti altamente lipofili, se pero essi sono particolarmente
piccoli possono comunque permeare attraverso la cornea. Invece, la
permeazione di farmaci idrofili e macromolecole e limitata dalla presenza di
giunzioni strette tra cellule epiteliali superficiali esterne adiacenti. Dopo aver
attraversato la cornea, il farmaco si diffonde nell'acqua e nell'uvea anteriore.
= La via congiuntivale/sclerale, risulta essere meno efficiente per la
somministrazione dei farmaci, ma pud essere utilizzata per la
somministrazione di molecole idrofile e grandi, che non possono diffondere
facilmente attraverso l'epitelio corneale. A differenza della cornea, la
congiuntiva & fortemente vascolarizzata, e questo causa la rimozione di una
grande quantita di farmaco attraverso la circolazione sistemica. La bassa
percentuale di farmaco che rimane, penetra attraverso la sclera. Infine, il
passaggio dei farmaci dai segmenti anteriori a quello posteriore dell'occhio
non € molto efficiente a causa del turnover acquoso. Pertanto, i farmaci
somministrati sulla superficie oculare di solito non raggiungono i segmenti
posteriori dell'occhio (retina, vitreo, coroide) in concentrazioni terapeutiche

sufficienti.

Queste problematiche non possono essere superate nemmeno dalla
somministrazione endovenosa o orale dei principi attivi, a causa dell'esclusione
dell'occhio dalla circolazione sistemica. Delle barriere oculari, la barriera emato-
retinica (BRB) controlla selettivamente il passaggio alla retina di sostanze e di farmaci
somministrati per via sistemica. La permeazione passiva transcellulare € la via

principale per I'attraversamento di piccole molecole attraverso la BRB, mentre la
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permeabilita paracellulare & piuttosto bassa. Esiste inoltre una correlazione inversa

tra peso molecolare e permeabilita.

Infine, l'iniezione intravitreale pud essere associata a una non compliance del
paziente oppure a endoftalmite, cataratta, astigmatismo e distacco di retina

(Willoughby et al., 2010).
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3.3 INFEZIONI BATTERICHE OCULARI

| batteri sono i principali responsabili delle infezioni oculari come congiuntivite,
cheratite, endoftalmite, blefarite, cellulite orbitaria e manifestazioni di dacriocistite
(Bertino, 2009). La congiuntivite, I'inflammazione a carico della mucosa della
congiuntiva, € il caso oculare piu frequente con notevoli oneri economici e sociali
(Cerventer & Mah, 2011). Durante la cronicita, la malattia pud colpire non solo la
congiuntiva ma anche le strutture adiacenti (Buznach et al., 2005). La blefarite &
un'inflammazione della palpebra, pud causare la perdita delle ciglia. L'infezione
potrebbe non rimanere localizzata ed & noto che si diffonde ad altri siti anatomici
dell'occhio (kowalski & Dhaliwal, 2005). La cheratite, rappresenta l'infezione oculare
piu grave ed e la principale causa di cecita corneale (Henry et al.,, 2012).
L'endoftalmite pu0 essere esogena, dovuta all'introduzione di agenti patogeni
infettivi, o endogena dovuta comunemente alla diffusione sistemica degli agenti
patogeni. Sia la cheratite che I'endoftalmite sono infezioni oculari potenzialmente
devastanti se non diagnosticate precocemente (Vaziri et al., 2015). La dacriocistite
un'infiammazione del dotto nasolacrimale, associata a infezione, inflammazione della
congiuntiva, accumulo di liquidi e lacrimazione cronica. Questo pud essere
potenzialmente pericoloso per i tessuti oculari come la cornea (Maheshwari et al.,

2009; Amir et al., 2013).

Le infezioni oculari, se non trattate, possono danneggiare le strutture dell'occhio
portando a disabilita visive e cecita. Anche se I'occhio & duro e protetto dal flusso
continuo di lacrime, che contiene composti antibatterici, l'inflammazione e la
cicatrizzazione una volta verificatesi potrebbero non essere facilmente risolte e

richiedono una gestione immediata (Teweldemedhin et al., 2017).

Tuttavia, il trattamento con antibiotici potrebbe non essere efficace a causa di una
resistenza batterica agli antibiotici, che rappresenta oggi una grave minaccia per la
salute pubblica (Smith et al., 2015). Essa & legata all'eccessiva prescrizione di
antibiotici, alll'uso di regimi di dosaggio inappropriati e all'uso diffuso di antibiotici in

agricoltura.
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L’antibiotico resistenza si traduce in un possibile fallimento del trattamento, con
conseguenze gravi sulla vista (Dave et al., 2013). La resistenza agli antibiotici e stata
osservata anche tra i patogeni che causano infezioni oculari, in seguito alla
prescrizione empirica di antibiotici, all'esposizione a breve termine agli antibiotici e
ripetute esposizione allo stesso antibiotico, identificato come contributo alla
resistenza dei patogeni oculari (Sharma, 2011; Grzybowski et al.,, 2017). Lo
Staphylococcus aureus e gli Staphylococcus epidermidis, colonizzano le superfici degli
occhi e delle palpebre e contribuiscono in modo importante alle infezioni oculari
(kowalski, 2013). Allo stesso modo, sia Streptococcus pneumoniae che Haemophilus
influenzae sono comunemente isolati da pazienti con congiuntivite batterica,
specialmente bambini (Chen et al., 2018). Pseudomonas aeruginosa € una delle
principali cause di cheratite batterica nei portatori di lenti a contatto (Stapleton &
Carnt, 2012). Attualmente, la besifloxacina, un cloro-fluoro-chinolone indicato per il
trattamento della congiuntivite batterica, & I'unico antibiotico formulato
esclusivamente per uso oftalmico topico (Mah & Sanfilippo, 2016). Questo induce ad
una minore resistenza batterica rispetto ad altri fluorochinoloni che vengono

somministrati anche per via sistemica (Deschénes & Blondeau, 2015).

L'aumento dell'uso di fluorochinoloni ha portato a un aumento della resistenza a
questi antimicrobici, con tassi di resistenza che variano a seconda dell'organismo e

della regione geografica (George & Jacoby, 2005).

Attualmente sono riconosciuti tre meccanismi di resistenza ai chinoloni e ai
fluorochinoloni: mutazioni che alterano i bersagli farmacologici, ovvero gli enzimi
batterici essenziali DNA girasi e DNA topoisomerasi IV (Drlica & Zhao, 1997),
mutazioni che riducono I'accumulo di farmaci e plasmidi che proteggono le cellule

dagli effetti letali dei chinoloni (Neu, 1992).

Quest’emergenza di batteri resistenti agli antibiotici ha evidenziato l'urgente

necessita di approcci terapeutici alternativi per la salute umana e animale.
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4 LEVOFLOXACINA

La levofloxacina ((3S)-9-fluoro-3-metil-10-(4-metilpiperazin-1-il)-7-osso-2,3-diidro-
7H-[1,4] oxazino [2,3,4-ijlchinolin-6-carbossilico - LVF) & un chemioterapico
antibatterico appartenente alla famiglia dei chinoloni triciclici di terza generazione, i
flurochinoloni. | gruppi responsabili dell’attivita sono: I'anello 1,4-diidro-piridinico (o
pirazinico); un sostituente in posizione 1; un gruppo -COOH in posizione 3; un gruppo
carbonilico in posizione 4; un anello aromatico o eteroaromatico condensato nelle

posizioni 5-6 (Scoper, 2008).

La LVF e l'isomero sintetico L della ofloxacina racemica, con un atomo di fluoro in
posizione 9 (Figura 21). Mostra attivita molto piu estesa rispetto alla miscela racemica
e all'isomero R, contro batteri Gram-positivi, Gram-negativi e atipici (aerobi e

anaerobi) (Anderson & Perry, 2008).

O O

Figura 21. Struttura schematica della LVF

Agisce inibendo due enzimi classificati come tipo Il delle topoisomerasi, nella
fattispecie la topoisomerasi batterica IV e la DNA girasi, causando il blocco della

trascrizione e della replicazione del DNA batterico (Vardanyan & Hruby, 2016).
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A dosi terapeutiche, la sua attivita e selettiva contro le topoisomerasi batteriche, non

mostrando alcuna attivita sulle cellule umane.

LVF e stata approvata dalla FDA nel 1996 per il trattamento di infezioni che
coinvolgono diversi organi, come le vie respiratorie, la pelle, le vie urinarie ed infine,
non per importanza, per il trattamento delle infezioni oculari (Cantor et al., 2008;

Archer et al., 2011).

A causa dell’elevato rischio di gravi effetti collaterali (tendinite e rottura del tendine,
neuropatia periferica ed effetti sul sistema nervoso centrale), la LVF viene utilizzata
in pazienti con esacerbazione acuta di bronchite cronica, sinusite batterica acuta e

infezioni del tratto urinario che non hanno opzioni terapeutiche alternative.

All'interno della classe dei fluorochinoloni, la LVF mostra maggiore attivita, rispetto
alla ciprofloxacina, nei confronti di organismi Gram-positivi sensibili alla penicillina o
resistenti (Streptococcus pneumoniae) e un'azione minore contro i bacilli Gram-
negativi (Pseudomonas aeruginosa). La LVF ha efficacia contro altri organismi
respiratori comuni, in particolare Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis,
Legionella spp, Mycoplasma spp e Chlamydia pneumoniae (Anderson & Perry, 2008)
e mostra attivita in vitro contro il Mycobacterium tuberculosis. E preferita agli altri
fluorochinoloni come antibiotico di seconda-linea per la terapia antitubercolare (Yew

et al., 2000).

La LVF viene rapidamente assorbita e presenta una biodisponibilita del 99%, per
guesta ragione possono essere usate indifferentemente le formulazioni per uso
endovenoso e quelle per via orale. La sua clearance & principalmente renale (87%)

(Fish & Chow, 1997).

La LVF & largamente impiegata nel trattamento di infezione batteriche oculari dove
sia i batteri Gram-positivi che quelli Gram-negativi rappresentano una seria minaccia
(Wong et al., 2012). | patogeni pilt comuni che si trovano a livello oculare includono
Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulasi-negativo, Pseudomonas

aeruginosa, Streptococcus pneumonia, Escherichia coli e Serratia. Essi possono essere
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associati a qualsiasi tipo di infezione oculare, comprese congiuntivite, blefarite,
endoftalmite, cheratite, dacriocistite e cellulite orbitaria (Teweldemedhin et al.,
2017). Per trattare queste patologie, si preferisce la somministrazione di formulazioni
topiche, piuttosto che le tipiche formulazioni orali, perché in questo modo & possibile
somministrare alte dosi di principio attivo direttamente al sito bersaglio. In questo
modo si riduce il tempo di infezione e si minimizza lo sviluppo di effetti collaterali

gravi (Hwang et al., 2003; Fong et al., 2004).

L'applicazione oftalmica dei fluorochinoloni ha avuto inizio negli anni '90, con la
comparsa sul mercato delle formulazioni topiche di ciprofloxacina e ofloxacina. Oggi
i fluorochinoloni di terza generazione, tra cui la LVF, e di quarta generazione
(moxifloxacina e gatifloxacina) rappresentano gli agenti antibatterici piu preziosi per
uso topico in oftalmologia. In particolare, la LVF ha dimostrato una maggiore potenza
antibatterica nei confronti dei microrganismi Gram-negativi, grazie alla sua efficace
penetrazione corneale, determinando pertanto un basso sviluppo di resistenza
rispetto ad altre molecole della stessa classe. Addirittura, mostra un'attivita maggiore

della moxifloxacina contro H. influenzae e P. aeruginosa (Kresken et al., 2009)

Inoltre, Wang et al. (2015) hanno dimostrato in uno studio retrospettivo relativo al
periodo 2010-2013 che, tra otto antibiotici saggiati appartenenti a quattro differenti
categorie (cefalosporine, chinoloni, aminoglicosidi e fenicoli), la LVF si € dimostrata
piu attiva della neomicina (appartenente alla classe degli aminoglicosidi) verso ceppi

responsabili di infezioni oculari interne, ma non di infezioni esterne.

Studi recenti (Bezwada et al., 2008) hanno dimostrato una minore citotossicita per la
LVF sui cheratociti corneali umani e sulle cellule epiteliali rispetto ad altri

fluorochinoloni, come gatifloxacina, moxifloxacina, ciprofloxacina e ofloxacina.

La LVF & in commercio sotto forma di collirio allo 0.5% (p/v). La bassa biodisponibilita
oculare costringe pero a ripetute somministrazioni, che possono essere responsabili
dellinsorgenza di resistenza batterica. In letteratura &€ ampiamente riportato il

problema che riguarda l'intera popolazione mondiale della resistenza batteria nei
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confronti dei fluorochinoloni e nello specifico nei confronti della LVF (Cuypers et al.,
2018; Zhao et al., 2020; Rice, 2012; Sholeh et al., 2020; Izadi et al., 2019; Thung et al.,
2016).

Recentemente, la LVF & stata incapsulata all’interno di NPs gelificate con TPP ma essa
viene ceduta dal sistema particellare entro poche ore (Lopez-Lopez et al., 2019).
Ameeduzzafar et al. (2018) hanno dimostrato che CH-NPs gelificate in situ mediante
alginato o idrossipropilmetilcellulosa aumentavano il tempo di residenza della LVF
sulla superficie oculare e si mostravano efficaci contro le infezioni oculari. Tuttavia,
gli autori non forniscono alcuna informazione sulla velocita di rilascio del farmaco
dalle NPs; non si puo quindi escludere che il farmaco venga rilasciato rapidamente

dal carrier particellare e venga trattenuto come farmaco libero dal gel formato in situ.
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5 VIA DI SOMMINISTRAZIONE NASALE

Molte delle malattie che colpiscono il sistema nervoso centrale (SNC), tra cui
I’Alzheimer, vengono definite neurodegenerative in quanto portano ad una perdita
progressiva del tessuto neurale e ad oggi non si € a conoscenza dell’eziopatogenesi e
dei meccanismi neurochimici della maggior parte di queste patologie che colpiscono
il tessuto cerebrale. Non potendo ripristinare I’attivita neurologica, I'unico approccio
da utilizzare nel trattamento e esclusivamente sintomatico; difatti, gli agenti
terapeutici attualmente disponibili mirano principalmente ad attenuare la neuro-

degenerazione e a moderare la progressione della malattia (Thiele et al., 2001b).

| farmaci utilizzati per trattare le malattie neurodegenerative dovrebbero quindi
giungere a livello cerebrale in una quantita sufficiente a mostrare ['attivita
terapeutica. Tuttavia, questo obiettivo spesso non viene raggiunto, soprattutto per
molecole di grandi dimensioni e/o che presentano un’elevata idrofilia, per la
resistenza offerta dalla barriera emato-encefalica (BEE) all'ingresso del cervello nei
confronti di sostanze estranee provenienti dall’esterno. Se la BEE, quindi,
rappresenta una protezione dall’ingresso di sostanze tossiche nel SNC, allo stesso
tempo rappresenta il principale ostacolo per un trattamento efficace dei disturbi

cerebrali.

In questo contesto, la via intranasale &€ emersa come un approccio alternativo alla
somministrazione di farmaci per via orale e parenterale. |l naso, attraverso le vie del
nervo olfattivo e trigemino, rappresenta infatti 'unica via di accesso diretto

dall’ambiente esterno al cervello.

La somministrazione intranasale potrebbe indirizzare il farmaco direttamente al
cervello, limitandone la distribuzione sistemica, con conseguente riduzione degli
effetti collaterali. Tra l'altro, essa permette non solo il bypass della BEE ma anche
I’eliminazione del metabolismo di primo passaggio epatico legato alla

somministrazione orale e parenterale; essi rappresentano insieme il principale
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ostacolo all’accumulo di un farmaco nel SNC in concentrazioni efficaci da espletare

I’effetto terapeutico (Selvaraj et al., 2018).

Nel passato, la somministrazione nasale dei farmaci era utilizzata per terapie locali e
sistemiche, grazie all’alta vascolarizzazione dell’epitelio nasale (Graff & Pollack 2005).
Solo pil tardi, si intui che la connessione diretta tra il cervello e la cavita nasale,
tramite il collegamento neuronale, poteva essere utilizzata per il targeting cerebrale
di piccole molecole (van den Berg et al., 2004) o di macromolecole quali proteine,
peptidi e altre molecole bioattive (Agrawal et al., 2018), che tramite questa via
vengono protette dalla degradazione enzimatica del tratto gastrointestinale.
L'elevata vascolarizzazione e la rete neuronale della cavita nasale infatti facilitano
I'assorbimento del farmaco e migliorano la biodisponibilita nel cervello, rispetto alla

via orale.

La mucosa olfattiva e ricca di recettori olfattivi. Quando il farmaco raggiunge questa
regione, esso interagisce con le terminazioni nervose e trasloca al SNC attraversando
il fascio nervoso dei neuroni olfattivi. Il fascio nervoso attraversa la lamina cribrosa
dell'osso etmoide e giunge al bulbo olfattivo (Dhuria et al., 2010). Il passaggio del
principio attivo dai recettori olfattivi al bulbo avviene per trasporto transcellulare o
paracellulare. La via di trasporto assonale del farmaco (transcellulare) & nota anche
come via intraneurale del trasporto al cervello. Si tratta di un processo lento, nel
quale il trasferimento dei farmaci pud impiegare ore o giorni. Al contrario il canale
paracellulare o perineurale, ossia il passaggio di una sostanza attraverso gli spazi
intracellulari o pori acquosi, € una via piu rapida per il passaggio del farmaco al

cervello. Essa richiede solo pochi minuti (Chen et al., 1998).

La via del nervo trigemino collega il naso alla regione posteriore del cervello,
compreso il ponte e il midollo spinale. Ha anche accesso al bulbo olfattivo sebbene in
misura minore rispetto al nervo olfattivo. Il trasporto attraverso la via del nervo

trigemino avviene per via assonale (trasporto intracellulare) o per endocitosi.
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Il farmaco deve essere instillato nella regione piu profonda della cavita nasale,
assorbito principalmente attraverso i neuroni olfattivi e il trigemino, e portato al
bulbo olfattivo tramite trasporto transcellulare o paracellulare (Agrawal et al., 2018).
L'assorbimento sistemico, che puo verificarsi, rappresenta una via secondaria di
assorbimento. Riguarda solo piccole quantita di farmaco, che seguono il percorso
regolare (attraversamento della BEE) per entrare nel cervello. Grazie quindi alla
minima esposizione periferica al farmaco, questa via di somministrazione riduce
anche gli effetti collaterali sistemici dei farmaci che agiscono sul SNC. L'utilizzo di un
idoneo promotore di assorbimento o la fusione con un sistema di trasporto

innovativo puo migliorare I'accumulo cerebrale delle macromolecole (Ali et al., 2010).

Nonostante gli innegabili vantaggi della somministrazione intranasale, non tutti i
farmaci possono essere somministrati attraverso questa via. La permeazione varia in
funzione delle dimensioni e delle proprieta chimico-fisiche delle molecole
d’interesse. Sono stati effettuati studi che hanno messo in luce una scarsa
biodisponibilita per i farmaci con un peso molecolare superiore a 1000 Dalton,
indipendentemente dalla loro lipofilia. E stato dimostrato, inoltre, che I’assorbimento
intranasale, utilizzando sostanze con un peso molecolare minore di 300 Dalton, non
viene influenzato in modo significativo dalle proprieta chimico-fisiche del farmaco

stesso (Tirker et al., 2004).

La presenza di enzimi nelle cavita nasali potrebbe causare la parziale degradazione
di proteine, peptidi e molecole bioattive. A causa del piccolo volume della cavita
nasale, solo una piccola quantita di farmaco pud essere instillata. Inoltre,
considerando anche il limitato tempo di permanenza del farmaco sulla superficie
dell’epitelio nasale, a causa della clearance mucociliare, la disponibilita del farmaco
all’assorbimento neuronale € molto ridotta. Bisogna inoltre considerare che I'elevata
vascolarizzazione facilita I'assorbimento sistemico, provocando a volte effetti
collaterali periferici e riduce la concentrazione del farmaco nel cervello. Infine,

I'epitelio nasale & meno permeabile ai farmaci polari; questo problema puo essere
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superato mediante I'uso di un promotore di assorbimento adatto, che pero potrebbe

irritare la mucosa nasale (Selvaraj et al., 2018).

Allo scopo di migliorare I'efficacia del sistema di somministrazione intranasale, sono
state adottate varie strategie innovative. In particolare, sono stati sviluppati sistemi

di trasporto colloidali, dispositivi mucoadesivi, pro-farmaci, ecc.

Le CH-NPs mostrano ottime proprieta per il targeting naso-cervello. Il CH conferisce
mucoadesivita alle NPs e quindi aumenta il tempo di ritenzione sulla mucosa nasale
e riduce la clearance mucociliare. Inoltre, allenta le giunzioni strette tra le cellule
epiteliali e quindi facilita il trasferimento di farmaci per via paracellulare dalla cavita

nasale al cervello (Figure 22 e 23) (Genta,et al., 2003; Dong, 2018; Nigam et al., 2019).

Le Figure 22 e 23 mostrano la funzione del CH nel migliorare le vie di trasporto dei
farmaci rompendo le giunzioni epiteliali strette e aumentando la permeabilita. |
legami ionici ed idrogeno, insieme alle interazioni idrofobiche, determinano la

formazione del complesso CH con il muco che presenta una carica negativa.
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Figura 22. Rappresentazione schematica del trasporto delle CH-NPs attraverso la via

nasale ((Manek et al., 2020)
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Figura 23. Sistema di rilascio di CH-NPs tramite percorsi epiteliali paracellulari e

transcellulari (Rashki et al., 2021)

Hanafy et al. (2016) hanno sviluppato CH-NPs contenenti galantamina per il
trattamento dell’Alzheimer, mediante somministrazione intranasale. Gli studi in vivo
sui ratti Wistar maschi non hanno dimostrato effetti negativi sul profilo farmacologico
della galantamina. Le NPs aumentavano significativamente |'efficacia terapeutica del
farmaco, riducendo il livello di acetilcolinesterasi. Inoltre, non & stata osservata
tossicita né effetti avversi. Altri studi sono stati condotti per valutare la
somministrazione di CH-NPs per il trattamento di ischemia (Ahmad et al., 2016),
dolore neurale (Javia et al., 2017), Parkinson (Raj et al., 2018) ed altri disturbi
cerebrali (Ohwaki et al., 1985).
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5.1 ANATOMIA E FISIOLOGIA DEL NASO

Falce cerebrale

Seno frontale Lamina cribrosa dell'etmoide

Dura madre
Seno sfenoidale
Sella trcica

Setto nasale
Coane

Cartilagine laterale del naso

y 4
Canilagine .:I.m*\/‘:y

maggiore

\estibolo del naso
Spina nasale anteriore
Canale incisivo

Cavith orale

Lingua

Palato molle

Figura 24. Sezione trasversale della cavita nasale

Il naso (Figura 24) & I'organo deputato alla filtrazione dell’aria introdotta ai polmoni
durante l'inspirazione, al condizionamento dell’aria in termini di temperatura e
umidita e all’'odorato. La piramide nasale, posta nella parte mediana della faccia, &
formata dal naso esterno e dalle cavita nasali, cui sono annesse le cavita o seni

paranasali.

®,

%+ Il naso esterno € un rilievo impari e mediano, posto tra la fronte, le due guance
e il labbro superiore. Ha la forma di piramide triangolare la cui base aderisce
alla faccia, I'apice guarda in avanti e delle tre facce due sono laterali e una
inferiore. Quest’ultima presenta due orifizi, le narici.

% Le cavita nasali sono due ampi spazi anfrattuosi, scavati nel naso esterno e

nello scheletro della faccia. Sono divise dal setto nasale, una lamina sagittale

mediana, ossea e cartilaginea. Le cavita nasali hanno lume ampio nella parte

anteriore e si restringono posteriormente e superiormente. Comunicano con
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I’esterno tramite le narici e posteriormente con la faringe per mezzo delle
coane. La cavita nasale, dalle narici al tratto faringeo si estende per circa
12/14 cm con una superficie di circa 150 cm? e un volume di circa 15 mL.

Nella cavita nasale & possibile distinguere tre regioni: vestibolare, respiratoria

e olfattiva.

La regione vestibolare fa seguito alla narice e presenta uno scheletro interamente
cartilagineo, rivestito nella parte interna da cute con annessi peli a direzione varia, le
vibrisse, che costituiscono una prima barriera contro lingresso di materiale

corpuscolare nelle vie aeree.

La regione respiratoria & ricoperta da un epitelio batiprismatico pseudo-stratificato
rivestito da muco, costituito da cellule cilindriche cigliate. Questo tratto della cavita
nasale, grazie all’enorme area superficiale, al ridotto spessore e all’alta

vascolarizzazione, rappresenta la zona preferenziale per I'assorbimento dei farmaci.

Infine, la regione olfattiva & costituita da cellule nervose specializzate i cui assoni
terminano a livello del bulbo olfattivo. Questa zona occupa un tratto limitato della
cavita (10 cm?), non presenta ciglia mobili e risulta coperta da uno strato di muco

altamente viscoso.

I muco che ricopre le vie aeree superficiali € costituito principalmente da acqua (90-
95%), sali, lisozima, prostaglandine, immunoglobuline (IgA e IgG) e mucina. La mucina
e costituita da glicoproteine ad alto peso molecolare legate a oligosaccaridi (acido
sialico) e lipidi. Il muco che ricopre le vie aeree superiori ha I'aspetto di un gel
viscoelastico formato da un doppio strato in cui una fase meno viscosa (sol layer)
permette il movimento delle ciglia, mentre quella piu viscosa ne ricopre la parte
apicale. Il muco nasale permette, insieme al movimento delle ciglia, di intrappolare
le sostanze estranee introdotte nella cavita nasale ed espellerle, di mantenere
un’adeguata umidita locale, di proteggere la mucosa e di permettere il trasferimento
di calore. L’azione di ciglia e muco viene definita clearance mucociliare e rappresenta
il piu efficace meccanismo di difesa delle vie aeree superiori. Sostanze irritanti,

particelle inalate, batteri, ecc., vengono infatti intrappolate nel muco e, grazie al
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movimento delle ciglia, trasportati nella regione rinofaringea. Le ciglia che si
muovono ad una frequenza di 15-20 battiti al minuto provvedono a un rinnovamento

totale dello strato di muco ogni 10 minuti (Ambrosi et al., 2001).
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5.2 ALZHEIMER

La malattia di Alzheimer (AD) ¢ la causa piu comune di demenza negli anziani. Oggi,
la ricerca sulla terapia per I’AD ha avuto in parte successo in termini di sviluppo di
trattamenti sintomatici, ma risulta fallimentare in termini di modifiche dello stato
della patologia o di miglioramento clinico. Questo e causato dalla carente
comprensione della patogenesi della malattia e sulle potenziali insidie nella diagnosi,
nella scelta dei bersagli terapeutici, nello sviluppo di farmaci candidati e nella
progettazione di sperimentazioni cliniche. La ricerca fornisce costantemente nuove
informazioni sui pezzi del complesso puzzle delllAD e sui potenziali bersagli
farmacologici (Mangialasche et al., 2011).

Nonostante la popolazione di pazienti con I’AD continui a crescere, nessuna nuova
terapia & stata approvata in pit di un decennio. Molti studi clinici sulle terapie con
agente singolo non sono riusciti a influenzare la progressione della malattia o i
sintomi rispetto al placebo (Cummings et al., 2019).

Uno dei principali segni distintivi della malattia di AD & la formazione a livello delle
aree cerebrali, quali ippocampo, amigdala e neocorteccia, di depositi proteici sparsi
chiamati placche amiloidi, costituite da varie isoforme di peptidi B-amiloidi (AB), che
provengono dalla frammentazione di una proteina precursore piu complessa
dell'amiloide (APP), presente nella membrana grassa che circonda i neuroni, da 40 a
42 frammenti (AB 1-40; AB 1-42).

A basse concentrazioni la AR sembra essere necessaria per lo svolgimento delle
normali funzioni cerebrali ma qualora essa superi determinate concentrazioni, tende
ad aggregarsi e ad essere citotossica per i neuroni, rendendo difettosa la
comunicazione a livello delle sinapsi e provocando appunto il deficit cognitivo.
Appare ovvio l'interesse dei ricercatori verso l'identificazione di nuovi agenti in grado
di contrastare I'eccessiva formazione della proteina AB (Gouras et al., 2015; Kaya et
al., 2017; Niu et al., 2018; Enzlein et al., 2020).

Cardoso et al. (2001) hanno dimostrato che il trattamento con idebenone o altri
antiossidanti, quali vitamina E o melatonina, previene o riduce il danno indotto dal

peptide AB su cellule affette da teratocarcinoma umano.
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Yamada et al. (1995; 1998) hanno dimostrato che l'infusione intracerebrale di AB nei
ratti provoca disfunzioni cerebrali come evidenziato dalla neurodegenerazione
tissutale, dalla compromissione dell'apprendimento e della memoria e dalla
disfunzione dei sistemi neuronali colinergici e dopaminergici. Gli stessi autori
(Yamada et al., 1999) hanno condotto un secondo studio in vivo sottoponendo i ratti
a continua infusione con AB-(1-42) nel ventricolo cerebrale. Tre giorni prima
dell’inizio dell’infusione, ai ratti erano stati ripetutamente somministrati idebenone
e a-tocoferolo per via orale una volta al giorno, che hanno prevenuto i deficit di

apprendimento e memoria causati dall'AB.
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6 IDEBENONE

L'ldebenone (IDE) € un benzochinone analogo sintetico a catena corta del coenzima

Q10, come mostrato in Figura 25, attivo in diversi disturbi neurologici.

e Goenzyme Q,,

o H
o

o Idebenone
Figura 25. Struttura chimica dell’'IDE e del Coenzima Q10

L'IDE fu sviluppato inizialmente dalla “Takeda Pharmaceutical Company” per il
trattamento del morbo di AD e di altri disturbi cognitivo-comportamentali di varia
origine, come deficit della memoria, dell’attenzione, della concentrazione e turbe
della sfera psico-affettiva; questa sua efficacia sembra essere legata ad un’influenza
positiva sul turnover della serotonina e dell’acetilcolina. Inoltre, aumenta i livelli
cerebrali del fattore di crescita nervoso (NGF) ed e in grado di proteggere la guaina
mielinica e per questo si & dimostrato utile anche nel trattamento della sclerosi
multipla (Barroso et al., 2001; Thal et al., 2003; Shirani et al., 2016; Montenegro et al.
2018). Queste sue proprieta hanno spinto la ricerca verso indagini approfondite sui
meccanismi d’azione dell’IDE che potessero essere sfruttati per il trattamento di
disturbi legati al SNC (Freeman & Crapo, 1982; Beckman & Koppenol, 1996).

Attualmente e impiegato per il trattamento di alcune patologie neurodegenerative.

Nel 2007 IDE ha ottenuto la designazione di farmaco orfano per la neuropatia ottica
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ereditaria di Leber, malattia neurodegenerativa mitocondriale del nervo ottico,
caratterizzata da una mutazione a livello del DNA mitocondriale, che porta a cecita
irreversibile con un drammatico impatto sulla qualita della vita. Nella fase acuta, i
pazienti accusano la perdita della visione dei colori in un occhio, seguita da una
progressiva diminuzione dell’acuita visiva. Il secondo occhio segue generalmente un
decorso simile nel giro di tre mesi. Nella fase cronica i pazienti hanno un deficit visivo
bilaterale e simmetrico. Un recente studio in doppio cieco, condotto per 24 settimane
su 85 pazienti trattati con placebo e IDE (900 mg/die) ha dimostrato un
miglioramento dell’acuita visiva nei pazienti trattati col farmaco rispetto a quelli
trattati con il placebo. Inoltre, I'IDE si & dimostrato sicuro e ben tollerato (Klopstock

et al. 2011).

L’'IDE é stato inserito nella lista dei farmaci erogabili dal servizio sanitario nazionale
per il trattamento della miocardiopatia nei pazienti affetti da Atassia di Friedreich
(Determinazione del 27 Aprile 2009 pubblicata nella Gazzetta Ufficiale n® 106 del 9
Maggio 2009), una rara malattia genetica che per lo piu compare in eta pediatrica (6
anni) o comunque prima dell’adolescenza ed & caratterizzata da una progressiva
debolezza dei muscoli, prima agli arti inferiori e poi a tutte le estremita; essa, inoltre,
interessa anche il cuore, causando un’ipertrofia ventricolare con mancanza di respiro
e cardiopalmo. Il farmaco ha dimostrato un positivo effetto sull’ipertrofia cardiaca
provocata dall’Atassia di Friedreich (Lagedrost et al. 2011).

L'IDE si e dimostrato efficace anche nel trattamento della sindrome di Leigh o
encefalomielopatia subacuta necrotizzante, malattia neurodegenerativa che si
manifesta entro i primi dodici mesi di vita con una sintomatologia caratterizzata da
ipotonia con incapacita di reggere il capo, vomito ricorrente e disturbi motori con
un’aspettativa di vita ridotta a pochi anni nella maggior parte dei casi.

Il meccanismo con cui I'IDE esercita i suoi effetti farmacologici € principalmente
legato alla sua potente attivita antiossidante ed e in grado di prevenire la
perossidazione lipidica, proteggere le cellule dagli insulti delle specie reattive

dell'ossigeno (ROS), preservando cosi l'integrita delle membrane mitocondriali e

89

—
| —



CAPITOLO 6: IDEBENONE

migliorando il metabolismo dell'energia cerebrale (Jauslin et al., 2002; Rauchova et
al., 2006). Agisce come attivatore del flusso di elettroni nella catena respiratoria
mitocondriale, trasferendo, nella sua forma ridotta, Idebenolo, gli elettroni dal citosol
al complesso Ill, bypassando cosi il complesso | della catena di trasporto degli
elettroni mitocondriale e aumentando i livelli di energia cellulare. Appare chiaro che
I'IDE potrebbe potenzialmente essere attivo in tutte le condizioni legate alle
disfunzioni mitocondriali. Inoltre, IDE aumenta la biosintesi dell'acetilcolina nel
cervello e stimola la sintesi del fattore di crescita nervoso in vivo, migliorando cosi la
memoria e l'apprendimento.

Gutzmann e Hadler (1998) hanno testato |'efficacia e la sicurezza dell’IDE su 3 gruppi
paralleli di pazienti con AD di grado da lieve a moderato. Un totale di 450 pazienti
(154 uomini, 296 donne) sono stati trattati con placebo per 12 mesi, inoltre un
numero di pazienti pari a 153 sono stati trattati con somministrazioni di 90 mg di IDE
per tre volte al giorno per altri 12 mesi; un numero di pazienti pari a 148 sono stati
trattati con somministrazioni di 90 mg di IDE per tre volte al giorno per altri 24 mesi;
un numero di pazienti pari a 149 sono stati trattati con somministrazioni di 120 mg di
IDE per tre volte al giorno per altri 24 mesi. Durante il periodo controllato con placebo
(il primo anno di trattamento), I'IDE ha mostrato un miglioramento dose-dipendente
significativo e non sono emerse prove di una perdita di efficacia durante il secondo
anno di trattamento, poiché & stato riscontrato un ulteriore miglioramento di
efficacia nel secondo anno. Inoltre, un chiaro rapporto dose-effetto & stato
mantenuto per tutto il secondo anno di trattamento. Questo studio suggerisce che
I'IDE esercita i suoi benefici effetti terapeutici sul corso della malattia rallentandone
la progressione. Altresi, I'IDE ha manifestato una buona sicurezza e tollerabilita simile
al placebo, durante il primo anno di trattamento e non & cambiato durante il secondo

anno.

Nonostante le sue interessanti attivita biologiche, non sempre I'IDE soddisfa il
successo atteso e le sperimentazioni cliniche spesso mostrano risultati contrastanti.
Probabilmente questo fallimento € legato alle proprieta chimico-fisiche sfavorevoli

dell'IDE, quali la solubilita in acqua molto bassa. Cio limita la realizzazione di
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formulazioni liquide e l'unica forma farmaceutica presente sul mercato & costituita
da capsule per somministrazione orale. La ridotta biodisponibilita orale, insieme
all'elevata affinita dell'IDE per le proteine plasmatiche, produce una scarsa
biodisponibilita a livello del SNC.

Forme di dosaggio alternative potrebbero migliorare I'accumulo di IDE nel cervello,
rendendo piu efficace delle forme convenzionali il trattamento di specifiche patologie

cerebrali, come le malattie di AD o l'ischemia cerebrale.

91

—
| —



FINALITA DELLA RICERCA

FINALITA DELLA RICERCA

Il processo di gelazione ionotropica permette di ottenere NPs con ottime proprieta
dimensionali e di carica superficiale per la veicolazione di molti principi attivi. Il
processo € di semplice esecuzione, si svolge interamente in soluzione acquosa e
prevede I'aggiunta di un polianione ad un polimero cationico, con il quale si instaura
unainterazione elettrostatica che conduce alla formazione delle Nps. Il farmaco viene
incapsulato durante il processo di gelazione e, pertanto, & necessario che possegga
un’adeguata solubilita in acqua, cosi da permettere la formazione di Nps contenenti
alte percentuali di principio attivo. In un processo in cui I'unico solvente e acqua,
farmaci estremamente lipofili non possono essere incapsulati a causa della loro
scarsa solubilita. Bisogna anche considerare che I'incapsulamento di molecole molto
solubiliin acqua puo comunque non risultare efficace nella successiva fase di cessione
del farmaco dal sistema carrier. La cessione, infatti, pud avvenire troppo

rapidamente, prima che il sistema particellare abbia raggiunto il sito target.

L'introduzione nelle NPs di un terzo componente, quale una CYD, in grado di
interagire sia con il principio attivo che con la matrice polimerica, potrebbe
permettere la risoluzione di questi problemi.

In questo lavoro di ricerca, le CH-NPs sono state prodotte mediante gelificazione
ionotropica indotta da SBE-B-CYD (CH/SBE-B-CYD-NPs). E stato valutato 'effetto del
macrociclo sulle proprieta fisico-chimiche e morfologiche, sulle capacita di carico e
sulle proprieta di rilascio in vitro delle CH-NPs, considerando che farmaci con diversa
idrofilia e attivita terapeutica interagiscono in modo diverso con il macrociclo e con
la matrice polimerica.

Sono stati scelti due farmaci modello, la LVF cloridrato, antibiotico utilizzato nel
trattamento delle infezioni oculari, che presenta una certa idrofilia, e I'IDE,
antiossidante con attivita benefica nei disturbi neurologici, praticamente insolubile
in acqua. Infine, l'ulteriore obiettivo & stato valutare se l'incapsulamento nelle CH-
NPs e CYDs potenziasse l'attivita biologica in vitro ed ex vivo dei principi attivi

incapsulati.
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Nanoparticelle di chitosano e solfobutiletere-8-ciclodestrina

per la somministrazione oftalmica di levofloxacina

7 MATERIALI E METODI

7.1 MATERIALI

La Levofloxacina cloridrato (LVF, CL8H20FN304, MW 397,8), il chitosano (CH) a basso
peso molecolare (75-85% deacetilato; MW, 50.000-190.000 Da, determinato in base
alla viscosita; viscosita di una soluzione all'1% in acido acetico 1%: 20-300 cps) il
tripolifosfato di sodio (TPP), il trealosio e il lisozima (EC 3.2.1.17) sono stati acquistati
dalla Sigma-Aldrich Chemie® (St. Louis, MO, USA). La Solfobutil-etere-B-ciclodestrina
(SBE-B-CYD, CAPTISOL®, grado medio di sostituzione, 7, MW medio 2162) é stata
gentilmente fornita dalla Cydex Pharmaceutical (Lenexa, Kansas City, USA). L'acqua
utilizzata durante lo studio ¢ stata distillata due volte, quindi filtrata attraverso filtri
Millipore® GSWP da 0.22 um (Bedford, USA). Tutti gli altri prodotti e reagenti erano

di grado analitico.

7.2 STABILITA DELLA LVF IN SOLUZIONE

La stabilita della LVF é stata valutata in soluzione acquosa a pH 5 e in soluzione
tampone fosfato (PBS, pH 7.4). Campioni di LVF libera (3 x 10”7 M) o in presenza di
SBE-B-CYD (LVF:SBE-B-CYD, rapporto molare 1:1) sono stati conservatia 25.0 £ 0.1°C
e 37.0 £ 0.1° C, alla luce, per 7 giorni. Ad intervalli di tempo prefissati, le soluzioni
sono state analizzate mediante HPLC (Prominence LC-20AB, Schimadzu, Italia)
utilizzando una colonna RP-C18 (100 mm x 4.6 mm ID, granulometria 5 um) ed eluite
isocraticamente con una miscela di trietilammina 1% (v/v, pH 3.3, aggiustato con
acido ortofosforico) e acetonitrile (76/24, v/v). Il flusso & stato fissato a 1 mL min~t e

la Amax di analisi a 290 nm.
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7.3 VALUTAZIONE DELL'INTERAZIONE LVF/SBE-B-CYD IN
SOLUZIONE

Soluzioni acquose a pH 5 o PBS (pH 7.4) contenenti una quantita fissa di LVF (3 x 1077
M) sono state addizionate di concentrazioni crescenti di SBE-B-CYD (rapporto molare
LVF/SBE-B-CYD, 1:1, 1:2, 1:5, 1:10 e 1:50). Le soluzioni sono state agitate, a 25.0 +
0.1°C, al buio per 5 ore, e quindi analizzate mediante spettroscopia UV-VIS
nell'intervallo spettrale 200-400 nm. Gli spettri UV-VIS sono stati eseguiti utilizzando
uno spettrofotometro FullTech Instruments (Roma, Italia) a doppio raggio mod PG
T80 (risoluzione 0.001 x 1073 unita di assorbanza; rapporto segnale-rumore, 1 x 104),

utilizzando celle di quarzo rettangolari da un centimetro (Hellma, Milano, Italia).

Per gli studi di NMR mono e bidimensionali, campioni contenenti concentrazioni
equivalenti (10 mM) di LVF, SBE-B-CYD e del complesso di inclusione LVF/SBE-B-CYD
(rapporto molare 1:1), sono stati preparati in D20 e trasferiti in tubi NMR da 5 mm
per l'acquisizione degli spettri; questi sono stati eseguiti con uno spettrometro Varian
Unity Inova operante 500 MHz. Per evitare l'aggiunta di riferimenti esterni che
avrebbero potuto interagire con la SBE-B-CYD, & stato preso come riferimento interno
il picco residuo di acqua (4.67 ppm). Gli spettri DOSY (Diffusion Ordered
Spectroscopy) sono stati registrati con la sequenza HR-DOSY DgcsteSL cc (DOSY
gradient compensated stimulated echo with spinlock and convection compensation).
Le ampiezze del gradiente pulsato sono state settate tra 0.1067 e 0.5334 T/m, con un
tempo di diffusione di 0.06 s. | dati sono stati processati utilizzando valori difna 32 K
e di Ib a 0.3. Gli spettri ROESY (Rotating frame Overhauser effect spectroscopy) sono
stati registrati utilizzando la sequenza ROESYAD (transverse cross-relaxation
experiment in rotating frame with adiabatic mixing pulses) con un mixing time di 500

ms.
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7.4 PREPARAZIONE DELLE CH-NPs

Le CH-NPs vuote sono state ottenute mediante il metodo di gelazione ionotropica
utilizzando SBE-B-CYD o TPP come agente gelificante. Le soluzioni di CH sono state
preparate sciogliendo il policatione (10 mg) in una soluzione di acido acetico all'1%
(6.5 mL), previamente aggiustata a pH 5 con aggiunta di gocce di NaOH 2 M. Queste
soluzioni sono state agitate per 24 h per consentire una migliore solubilizzazione del
CH, sono state quindi addizionate goccia a goccia, sotto continua agitazione
magnetica, di 1.5 mL di una soluzione acquosa a pH 5 contenente SBE-B-CYD (5
mg/mL) o TPP (3 mg/mL). Sono state ottenute immediatamente sospensioni colloidali
di CH-NPs, che sono state mantenute sotto agitazione magnetica per 30 min a
temperatura ambiente. Le CH-NPs gelificate con SBE-B-CYD (CH/SBE-B-CYD-NPs) o
con TPP (CH-TPP NPs) sono state quindi purificate mediante centrifugazione a 13000
rpm per 30 minuti (ThermoFisher Scientific, Heraeus megafuge 16). Il pellet & stato
raccolto e il surnatante centrifugato ancora due volte. | pellet ottenuti dalle
successive centrifugazioni sono stati riuniti e quindi risospesi in 1.5 mL di acqua
contenente trealosio (5% p/v) come agente crioprotettore e liofilizzati per 72 h

(VirtTis Benchtop K Instrument, SP Scientific, USA). Il surnatante e stato eliminato.

Per preparare le CH-NPs contenenti LVF, diverse quantita di farmaco (2 mg e 3 mg)
sono state aggiunte rispettivamente alla soluzione di polianione, quando la gelazione
era effettuata con SBE-B-CYD (LVF-CH/SBE-B-CYD-NPs), o alla soluzione di CH quando
la gelazione era effettuata con TPP (LVF-CH/TPP-NPs), E stata eseguita la stessa
procedura descritta precedentemente, in questo caso pero il surnatante dell’ultima
centrifugazione non é stato eliminato ma utilizzato per misurare, mediante metodo

indiretto, la quantita di LVF incapsulata nelle CH-NPs.
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7.5 CARATTERIZZAZIONE DELLE CH-NPs

Le CH-NPs liofilizzate, vuote e contenenti la LVF, sono state pesate per determinare

la resa percentuale secondo la seguente formula:

Resa ef fettiva
X

- 100
Resa teorica

Resa (%) =

L'efficienza di incapsulamento percentuale (EE) e il contenuto di farmaco percentuale
(DC) delle CH-NPs contenenti LVF sono stati determinati mediante dosaggio del
farmaco nel surnatante. Prima dell'analisi, il surnatante & stato filtrato (filtri LLG-
Siringa Spheros, NY, 0.45 um @ 25 mm) quindi la quantita di LVF & stata determinata
mediante spettroscopia UV-VIS nell'intervallo spettrale 200-400 nm, utilizzando lo
spettrofotometro riportato precedentemente. Tutte le misurazioni sono state
eseguite a 25.0 £ 0.1 °C ed effettuate almeno tre volte. L'EE (%) e il DC (%) sono stati

calcolati secondo le seguenti equazioni:

LVF teorica inmg — LVF nel surnatante in mg

EE(%) = 100
(%) LVF teorica in mg x

LVF teorica in mg — LVF nel surnatante in mg
Peso delle CH — NPs recuperate

DC(%) = x 100

Il raggio idrodinamico medio delle CH-NPs liofilizzate e ridisperse in acqua & stato
determinato tramite spettroscopia di correlazione fotonica (PCS) utilizzando uno
Zetasizer Nano ZS (Malvern Instrument, Malvern, Regno Unito) utilizzando una

tecnica di retrodiffusione non invasiva (NIBS). | campioni sono stati analizzati
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eseguendo le misure a 25 + 1°C, ad un angolo di 173° rispetto al fascio incidente. La
deconvoluzione della curva di correlazione misurata all’intensita di distribuzione
dimensionale e stata ottenuta utilizzando un algoritmo dei minimi quadrati non
negativo. Il potenziale zeta ({) delle CH-NPs e stato misurato utilizzando uno
strumento Zetasizer Nano ZS Malvern dotato di un laser He-Ne ad una potenza P=4.0
mW e A=632.8 nm. | risultati sono riportati come media di tre misurazioni separate

su tre diversi lotti + la deviazione standard (SD).

La caratterizzazione morfologica e stata effettuata utilizzando un microscopio
elettronico a trasmissione (TEM) Jeol JEM 2010F (JEOL Ltd. Japan), con una tensione

di accelerazione di 200 kV.

7.6 DEGRADAZIONE DELLE CH-NPs IN PRESENZA DI LISOZIMA

Le CH-NPs contenenti LVF (LVF-CH/SBE-B-CYD-NPs e LVF-CH/TPP-NPs) liofilizzate (10
mg per ogni campione) sono state sospese in 2 mL di PBS (pH 7.4), quindi addizionate
di 1 mL di soluzione di lisozima (1 mg/mL) e mantenute a 25.0 + 0.1°C. Le sospensioni
sono state analizzate in tempi differenti (0, 30, 60, 180, 300 min e 24, 72, 96 h) per
valutare le variazioni di dimensioni e di ¢, utilizzando lo strumento descritto in

precedenza.

7.7 STUDI DI RILASCIO IN VITRO DELLA LVF DALLE CH-NPs

Il rilascio in vitro della LVF dalle CH-NPs e stato valutato utilizzando celle di diffusione
dinamiche di Franz (LGA, Berkeley, CA, USA). Le celle di Franz utilizzate presentavano
due compartimenti, uno donatore e uno accettore, una superficie di diffusione di
0.75 cm? e un volume di 4.75 mL del compartimento accettore. Per gli studi di rilascio
in vitro, € stata posizionata una membrana di cellulosa sintetica (cut-off molecolare
8.000 Da) tra i due compartimenti. La LVF libera (1.25 mg) & stata solubilizzata in 500
uL di PBS (pH 7.4); le CH/SBE-B-CYD-NPs e CH/TPP-NPs contenenti la stessa quantita
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di LVF, sono stati risospesi in 500 pL di PBS (pH 7.4). Un'aliquota di 200 uL di ciascun
campione e stata posta nella camera donatrice. Il compartimento accettore e stato
riempito con PBS (pH 7.4) ed é stato mantenuto a 35.0 + 0.1°C sotto agitazione

continua (Chidambaram & Burgess 1999).

A tempi prefissati (1, 3, 5, 24, 48 e 72 h), dal compartimento accettore sono stati
prelevati 500 pL di ciascun campione, che sono stati analizzati mediante HPLC, per il
dosaggio della LVF, utilizzando le stesse condizioni operative prima descritte
(paragrafo 7.2). Il volume raccolto e stato sostituito da PBS fresco (pH 7.4). Gli
esperimenti sono stati condotti in triplicato e i risultati sono stati espressi come

media + SD.

| dati ottenuti dagli studi di rilascio in vitro sono stati analizzati secondo diversi
modelli, allo scopo di determinarne la cinetica di rilascio. Sono stati quindi costruiti
piu grafici ponendo la percentuale cumulativa del farmaco rilasciato vs. tempo
(modello di ordine zero); il log della percentuale cumulativa del farmaco rimanente
vs. tempo (modello dvi primo ordine) e la percentuale cumulativa del farmaco

rilasciato vs. la radice quadrata del tempo (modello di Higuchi) (Costa & Lobo, 2001).

7.8 STUDI IN VITRO DELL’ATTIVITA’ ANTIMICROBICA DELLE
CH-NPs

7.8.1 CEPPI BATTERICI

In questo studio sono stati utilizzati i seguenti ceppi: Pseudomonas aeruginosa ATCC

9027, Escherichia coli ATCC 10536 e Staphylococcus aureus ATCC 6538.
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7.8.2 VALUTAZIONE DELLA CONCENTRAZIONE MINIMA INIBENTE (MIC)
E DELLA CONCENTRAZIONE MINIMA BATTERICIDA (MBC)

Le proprieta batteriostatiche e battericide di LVF-CH/SBE-B-CYD-NPs e LVF-CH/TPP-
NPs sono state valutate comparativamente alla LVF libera, al CH libero e alle NPs
vuote. L'attivita antimicrobica & stata valutata determinando i valori di
concentrazione minima inibente (MIC) e concentrazione minima battericida (MBC)
nei confronti dei ceppi microbici sopra descritti. La MIC e stata valutata con il metodo

della microdiluizione in brodo, in accordo con i metodi standardizzati EUCAST (2019).

In breve, per ogni ceppo batterico & stata preparata una sospensione in terreno di
coltura (Mdeller-Hinton Broth (MHB, Oxoid, Milan, Italy)) con densita ottica paria 0.5
McFarland (1.5 x 108 CFU/mL). Dopo aver ottenuto una concentrazione di 105
CFU/mL, utilizzando diluizioni appropriate, ogni sospensione é stata inoculata in una
micropiastra da 96 pozzetti contenente una diluizione seriale doppia di LVF-CH/SBE-
B-CYD-NPs, LVF-CH/TPP-NPs, LVF libera, CH libero e CH-NPs vuote. | valori di MIC,
corrispondenti alla concentrazione piu bassa che non mostrava crescita batterica
visibile, sono stati letti dopo 24 h di incubazione a 37 + 1°C. La MBC e stata
determinata piastrando 10 uL da ciascun pozzetto che non ha mostrato torbidita sulle
piastre di agar Mueller—Hinton. Dopo l'incubazione in condizioni adeguate, la MBC &
stata identificata come la concentrazione piu bassa in grado di uccidere il 99.9%

dell'inoculo iniziale.

7.9 ANALISI STATISTICA

Il test ANOVA a una via é stato eseguito per determinare la significativita statistica.
Un test t di Bonferroni & stato utilizzato per convalidare il test ANOVA e p < 0.05 &

stato considerato statisticamente significativo.
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8 RISULTATI E DISCUSSIONE

La stabilita chimica di un principio attivo durante la realizzazione della forma
farmaceutica & un elemento chiave, che determina la fattibilita della formulazione

stessa.

Poiché e riportato in letteratura che la velocita di degradazione in soluzione della LVF
e strettamente dipendente dal pH del mezzo (Wei et al., 2013; Zhou et al., 2021), &
stato necessario valutare la stabilita del farmaco nelle condizioni operative utilizzate
per la preparazione delle NPs, in soluzione acetica a pH 5, e per gli studi di rilascio in
vitro, in PBS a pH 7.4. Inoltre, la presenza della CYD nella formulazione potrebbe
influenzare positivamente o negativamente la stabilita del farmaco. Gli studi, quindi,
sono stati condotti a temperatura ambiente e alla luce, in assenza e in presenza di
SBE-B-CYD in rapporto molare 1:1. | campioni sono stati seguiti per una settimana ed
analizzati giornalmente mediante HPLC. Nelle condizioni sperimentali, non ¢ stata
rilevata alcuna degradazione significativa della LVF libera e complessata per tutto il
tempo dell’analisi. In Figura 26 & mostrato, solo a titolo di esempio, il
cromatogramma della LVF incubata a pH 5 e a 25°C £ 1°C, per sette giorni.
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Figura 26. Cromatogramma della LVF dopo 7 giorni di incubazione in soluzione

acquosaapH5ea25°C+1°C
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8.1 STUDIO DELL'INTERAZIONE LVF/SBE-B-CYD

L'influenza che una CYD, inserita in un sistema particellare, esercita sulla capacita di
carico del sistema e sulla velocita di cessione del farmaco e correlata alla capacita che

essa possiede di interagire con la matrice polimerica e con il principio attivo.

La SBE-B-CYD e una ciclodestrina anionica e per questo la sua capacita complessante
nei confronti di un farmaco ¢ legata alla presenza di eventuali cariche nella molecola
di principio attivo. In funzione del pH la LVF subisce equilibri acido-base per formare
specie ioniche, neutre o zwitterioniche (Albini & Monti, 2003). Le variazioni di pH
spostano l'equilibrio tra le diverse forme, influenzando pertanto I'entita
dell'interazione LVF/SBE-B-CYD. Per questa ragione, la capacita della SBE-B-CYD di
interagire con il farmaco é stata studiata mediante spettroscopia UV-VIS a pH 5
(Figura 27, a), per mimare i parametri operativi in cui sono state preparate le CH-NPs,
e in PBS a pH 7.4 (Figura 27, b), che & il mezzo in cui sono stati eseguiti gli studi di
rilascio in vitro. Sono state preparate soluzioni contenenti concentrazioni costanti di
LVF e concentrazione crescenti di SBE-B CYD (rapporto molare LVF/SBE-B CYD, 1:1,
1:2,1:5,1:10 e 1:50).

La LVF mostra due bande UV nell'intervallo 280-310 nm e 320-335 nm, entrambe
dovute alla transizione . = nt* degli elettroni cromofori del farmaco. In particolare,
a pH acido, la prima banda € centrata a 292 nm e la seconda a 326 nm (Figura 27, a).
L'aumento delle concentrazioni di SBE-B-CYD ha prodotto un effetto batocromico per
entrambe le bande di circa 3 nm e una significativa riduzione della loro intensita.
Questi fenomeni sono il risultato della variazione della polarita locale prodotta
dall'inclusione degli elettroni cromofori all'interno della cavita idrofoba della CYD,
che avviene con formazione di interazioni dipolo-dipolo, forze elettrostatiche,

interazioni di Van Der Wall e/o di legame idrogeno.

A pH 7.4, lo spettro della LVF libera mostra la banda a maggiore intensita a 282 nm e
la seconda a 327 nm. Lo spostamento di Amax rispetto alle condizioni acide & dovuto

alla prevalenza di specie neutre/zwitterioniche al pH vicino al punto isoelettrico della
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LVF (6.77) (Perez et al., 2018). In presenza di concentrazioni crescenti di SBE-B-CYD,

I'influenza sulle bande & stata opposta rispetto a quanto osservato a pH 5. Si &

osservato un progressivo aumento dell'intensita delle due bande senza alcun

spostamento di Amax. Inoltre, la variazione di intensita delle due bande é risultata

inferiore rispetto a quella osservata a pH 5. Questo andamento & probabilmente

indicativo di una interazione tra LVF e SBE-B-CYD, che comporta processi di legame

differenti rispetto a cio che si verifica a pH acido. D’altra parte, I'assenza di carica

positiva sulla LVF a pH neutro non permette |'interazione elettrostatica con i gruppi

solfobutilici negativi del macrociclo e che si instaurano probabilmente a pH 5.
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Figura 27. Spettri UV-VIS della LVF libera e in presenza di una quantita crescenti di

SBE-B-CYDapH5 (a)eapH7.4(b)

Gli spettri *H-NMR hanno confermato linterazione LVF/SBE-B-CYD. Durante la
complessazione con le CYDs, sono interessati gli ambienti chimici ed elettronici del
nucleo e cio causa degli spostamenti dei loro gruppi corrispondenti (chemical-
induced shift, CIS); la spettroscopia *H-NMR & quindi una tecnica largamente
impiegata per studiare l'interazione tra un ligando e la molecola carrier. Dato che il
derivato SBE-B-CYD puo essere considerato come una miscela statistica di diversi
stereoisomeri, i chemical-shifts dei suoi protoni H3 ed H5 sono stati assegnati sulla
base dello spettro 2D COSY, come riportato in letteratura (Venuti et al., 2019). La

formazione del complesso di inclusione della LVF nella cavita della SBE-B-CYD e stata
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quindi dedotta dallo spostamento chimico dei protoni della LVF complessata rispetto

a quelli degli stessi protoni delle molecole libere.

Nella Figura 28, sono riportate la struttura della LVF e la rappresentazione schematica
della SBE-B-CYD. Gli spettri *H NMR della LVF e del complesso di inclusione LVF/SBE-

B-CYD sono rappresentati nella Figura 29 mentre gli spostamenti chimici sono tabulati

nella Tabella 4.

Figura 28. Struttura molecolare della LVF (a sinistra) e struttura schematica della

SBE-B-CYD (a destra)
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Figura 29. Spettri *H NMR del complesso d’inclusione LVF/SBE-B-CYD (in nero)

e LVF (in rosso)
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| chemical shifts dei protoni H2, H3, H5 e H8 della LVF sono diagnostici. La maggior
parte delle variazioni dei chemical shifts della LVF sono state riscontrate nel range tra
4 e 9 ppm e risultano piu distinte ed evidenti rispetto a quelli del protone della SBE-

B-CYD (principalmente a 3-4 ppm).

Tutti i protoni della LVF sono influenzati dalla presenza del macrociclo. Gli shift
osservati sono il risultato di una specifica interazione tra il farmaco e la CYD. In
particolare, lo spostamento a campi alti dei protoni delle molecole ospite mostra che
esse si trovano in prossimita di un atomo elettronegativo, come 'ossigeno, mentre
lo spostamento verso il basso dei protoni & da imputare all’inclusione del farmaco
dentro la cavita idrofobica della CYD, con una conseguente variazione della polarita

locale (Ganza-Gonzalez et al., 1994).

| protoni H2, H3, H5 e H8 della LVF vengono tutti spostati a campi bassi, in particolare
il protone H8 che passa da 7.28 ppm nella LVF libera a 7.47 ppm nella LVF
complessata. Inoltre, i protoni del -CH3 dell'anello 1,4-ossazinico (posizione 3 della
LVF, Figura 28), vengono anch’essi spostati a campi bassi, passando da 1.32 a 1.41
ppm. Per i protoni piperazinici -CH2- della LVF (Figura 28), le variazioni di shift chimico
sono opposte a quelli dell’anello aromatico, essi infatti vengono spostati a campi alti.
E ipotizzabile che questa porzione della molecola si trovi fuori dalla cavita, in

corrispondenza dell’ossigeno etereo oppure dell’ossigeno del gruppo solfobutilico.
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Tabella 4. 'H NMR chemical shifts in 8§ e AS dei protoni della LVF libera e del
complesso 1:1 LVF/SBE-B-CYD (10 mM in D;0); per il multipletto, il doppietto o il

sistema AB, il valore § e A riportato, si riferisce al segnale centrato

Protons LVF LVF/SBE-8-CYD AS*
CHs 1.32 (d) 1.41 +0.09
N-CH; 2.78 (s) 2.74 -0.04
(CHa),-N-CH3 3.24 (m) 3.19 -0.05
(CH2)-N 3.38(s) 3.43 +0.05
2 4.29 (AB system) 4.36 +0.07
3 4.47 (d) 4.54 +0.07
8 7.28 (m) 7.47 +0.19
5 8.22 (d) 8.30 +0.08

* A& = 6complex - 6free

Per confermare la geometria del complesso di inclusione LVF/SBE-B-CYD, sono stati
condotti esperimenti ROESY. Questo tipo di esperimenti permette di ottenere
informazioni riguardo le interazioni inter- e intra-molecolari tra atomi di molecole
host e guest; pertanto, se due protoni di differenti composti sono nelle vicinanze

spaziali, entro 3-5 A, nello spettro ROESY 2D si osserva un cross-peak NOE.

Lo spettro ROESY del complesso di inclusione LVF/SBE-B-CYD (Figura 30, A) mostra
diagnostici cross-peak NOE intramolecolari peri protoni H3 e H5 della LVF ed i protoni
interni H3 della SBE-B-CYD. Inoltre, i protoni interni H5 della SBE-B-CYD mostrano un
cross-peak con il protone H8 della LVF. Anche i protoni H8 e H9 delle catene della
SBE-B-CYD mostrano un debole effetto NOE con i protoni metilenici dell'anello 1,4-
piperazinico della LVF, mentre il gruppo N-metilico mostra una vicinanza con i protoni
metilenici della catena solfobutilica.

Questi risultati indicano che la molecola della LVF penetra nella CYD dal bordo

secondario con il sistema aromatico, mentre I'anello metil-piperazinico € posizionato
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fuori dal bordo della cavita. Nella Figura 30, B & riportata la geometria del complesso

di inclusione LVF/SBE-B-CYD, proposto in accordo con questi dati.

If
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Figura 30. (A) Espansione del grafico ROESY 2D del complesso d’inclusione
LVF/SBE-B-CYD con i picchi incrociati di interesse; (B) geometria del complesso di

inclusione dedotta dall'interazione osservata

Infine, per confermare l'inclusione della LVF nella cavita della SBE-B-CYD sono stati
eseguiti esperimenti DOSY (Venuti et al., 2019; Avram & Cohen, 2015; Cameron &
Fielding, 2001; Rescifina et al., 2019) sulla LVF libera, sulla SBE-B-CYD libera e sul
complesso LVF/SBE-B-CYD 1:1. La Figura 31 mostra la misura della diffusione per la
LVF e per la SBE-B-CYD, rispettivamente come linee continue blu e rosse, mentre le
linee tratteggiate sono i coefficienti di diffusione del complesso LVF/SBE-B-CYD,
entrambi come soluzioni 10 mM. La misurazione dello spostamento delle linee
continue rispetto alle corrispondenti tratteggiate consente una stima quantitativa
della costante di formazione del complesso. Questi risultati evidenziano che il

coefficiente di diffusione per la LVF diminuisce notevolmente (da 4.13 a 3.45 x 1010
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m?/s), e questo & indice di una forte complessazione all'interno della cavita della SBE-
B-CYD; analogamente, anche il coefficiente di diffusione della SBE-B-CYD diminuisce,

ma in misura minore (da 1.96 a 1.92 x 101 m?/s).

Figura 31. Misure 2D DOSY-NMR sulle soluzioni 10 mM in D;0 della LVF, SBE-B-CYD
e del complesso di inclusione LVF/SBE-B-CYD 1:1. Nell’asse orizzontale sono riportati
i chemical shifts, mentre in quello verticale i coefficienti di diffusione; le macchie
nere sono le risonanze della soluzione acquosa del complesso di inclusione diffuso

nella seconda dimensione in accordo al coefficiente di diffusione misurato
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8.2 CARATTERIZZAZIONE DELLE CH-NPs CONTENENTI LVF

Le CH-NPs sono state preparate mediante gelazione ionotropica utilizzando SBE-§-
CYD o TPP come agenti gelificanti, aggiungendo diverse quantita teoriche di LVF (2 e
3 mg) rispettivamente nella soluzione del polianione o nella soluzione del policatione.
Nella Tabella 5 sono riportati i parametri di incapsulamento di tutte le formulazioni

preparate.

Nessuna influenza & esercitata dalla SBE-B-CYD sulla resa produttiva; sono state
ottenute infatti per tutte le formulazioni rese elevate e comparabili. La presenza della
CYD invece produce un significativo aumento dei parametri di incapsulamento delle
CH-NPs, rispetto alle CH/NPs preparate per gelazione con TPP (da circa 25% a 47% di
EE), soprattutto alla piu alta quantita teorica di LVF utilizzata. Questo risultato puo
essere imputato alla capacita del macrociclo di interagire con la LVF, formando un
complesso d’inclusione, cosi come dimostrato dagli studi in soluzione a pH 5. La SBE-
B-CYD, impegnata nell'interazione elettrostatica con il CH, trattiene con sé la LVF
all'interno delle NPs, sotto forma di complesso di inclusione, e ne riduce la perdita

durante il processo di gelazione.

Le proprieta fisico-chimiche delle formulazioni realizzate sono riportate in Tabella 6.
Tutte le formulazioni hanno mostrato valori di T positivi, necessari affinché il carrier
possa interagire con I'epitelio oculare e restare in situ per un tempo prolungato.
Questi risultati rendono conto della particolare architettura di questi sistemi in cui
I’agente gelificante si colloca nella porzione piu interna della matrice, permettendo
I’esposizione sulla superficie particellare dei gruppi amminici liberi delle catene di CH.
La SBE-B-CYD influenza anche la dimensione delle NPs, si osserva infatti un aumento
di circa due volte del raggio idrodinamico rispetto alle LVF-CH/TPP-NPs.
Probabilmente questo risultato & imputabile alla maggiore densita di carica negativa
posseduta per molecola dalla SBE-B-CYD, rispetto al TPP. Cio potrebbe aumentare il
numero di catene di CH coinvolte nella formazione delle NPs e di conseguenza
aumentarne le dimensioni. Inoltre, bisogna considerare che la SBE-B-CYD & una

molecola piu ingombrante del TPP e potrebbe quindi aumentare la distanza tra le
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catene di CH e favorire una maggiore idratazione delle LVF-CH/SBE-B-CYD-NPs
rispetto alle LVF-CH/TPP-NPs. In ogni caso, l'aumento dimensionale non

compromette la somministrazione oftalmica.

Tabella 5. Efficienza di incapsulamento (EE), contenuto di farmaco (DC) e resa delle

CH/SBE-B-CYD-NPs e delle CH/TPP-NPs vuote o contenenti LVF, espressi in valori

percentuali
CH-NPs* ?éfﬂa Rej‘; Ig%) Efg) Df S(?
di LVF (mg) - - -

CH/TPP- NPs - 82.00+4.21 - ===
LVF-CH/TPP-NPs; 2 82.67+549 21.53+1.47 3471161
LVF-CH/TPP-NPs3 3 825+348 2533+1.24 575+1.40

CH/SBE-B8-CYD-NPs - 79.62 £ 7.37 - -
LVF-CH/SBE-B8-CYD-NPs, 2 81.05+6.53 41.50+1.19 5.38+1.77
LVF-CH/SBE-B8-CYD-NPs; 3 81.01+8.51 47.83+2.20 8.65%2.33

* La quantita di CH e sempre 10 mg. La quantita di polianione & 3 mg per TPP e 7.5 mg per
SBE-B-CYD. Il numero come pedice degli acronimi di NPs indica la quantita teorica di LVF in
mg (2 mg o 3 mg). La LVF & stata aggiunta alle soluzioni di CH per la preparazione di LVF-
CH/TPP-NPs e alla soluzione di SBE-B-CYD per la preparzione di LVF-CH/SBE-B-CYD-NPs. Il

volume finale e stato mantenuto a 8 mL per tutte le formulazioni
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Tabella 6. Raggio idrodinamico (RH), indice di polidispersione (PDI) e potenziale zeta

(7) delle CH/SBE-B-CYD-NPs e delle CH/TPP-NPs vuote o contenenti LVF

NPs* Ry * SD (nm) PDI % 7#5D (mV)

CH/TPP- NPs 82+13 21 +25.8+3.9
LVF-CH/TPP-NPs; 95 + 10 20 +28.0+3.5
LVF-CH/TPP-NPs; 86+17 20 +26.4+4.6
CH/SBE-8-CYD-NPs 144 + 21 17 +21.8+5.2
LVF-CH/SBE-8-CYD-NPs 155 + 18 20 +25.0+2.2
LVF-CH/SBE-8-CYD-NPs; 159 + 13 20 +24.2+4.2

*La quantita di CH & sempre 10 mg. La quantita di polianione € 3 mg per TPP e 7.5 mg per
SBE-B-CYD. Il numero come pedice degli acronimi di NPs indica la quantita teorica di LVF in
mg (2 mg o 3 mg). La LVF & stata aggiunta alle soluzioni di CH per la preparazione di LVF-
CH/TPP-NPs e alla soluzione di SBE-B-CYD per la preparzione di LVF-CH/SBE-B-CYD-NPs. Il

volume finale e stato mantenuto a 8 mL per tutte le formulazioni

Le CH-NPs preparate utilizzando una quantita teorica di LVF pari a 3 mg hanno
mostrato le migliori proprieta in termini di capacita di carico delle NPs, per questo gli

studi successivi hanno riguardato solo questi sistemi.

Sono stati condotti studi di stabilita particellare in presenza di lisozima. Questo & un
enzima che comunemente esiste in vari tessuti e fluidi umani, come le lacrime
(Hanstock et al., 2019) ed é responsabile della digestione in vivo del CH (Islam et al.,
2019). Sospensioni in PBS (pH 7.4) di LVF-CH/SBE-B-CYD-NPs3 e di LVF-CH/TPP-NPs3
sono state addizionate di lisozima e la loro degradazione ¢ stata valutata sulla base

delle variazioni dimensionionali e di C. In Tabella 7 sono riportati i risultati ottenuti.
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Entrambe le formulazioni hanno mostrato un’evidente riduzione delle dimensioni
durante il tempo di osservazione. La maggior parte della degradazione si verifica
entro le prime ore dall'aggiunta del lisozima alle formulazioni, procede poi piu
lentamente. Probabilmente, questa rapida degradazione iniziale dimostra che il
processo di degradazione ¢ superficiale, il lisozima attacca per prime le catene di CH
situate sulla superficie delle CH-NPs. Le LVF-CH/SBE-B-CYD-NPss si degradano piu
velocemente delle NPs gelificate con TPP, inoltre, dopo 7 ore dall'inizio
dell’esperimento, la riduzione dimensionale & stata accompagnata da una perdita di
omogeneita del sistema. E stata anche osservata una fluttuazione dei valori di
(Tabella 7) per entrambe le formulazioni, probabilmente correlata alla variazione

della densita di carica superficiale durante la digestione delle NPs.

Tabella 7. Raggio idrodinamico (RH) e potenziale zeta ({) delle LVF-CH/SBE-B-CYD-
NPs3 e delle LVF-CH/TPP-NPs3 in presenza di lisozima (1 mg/mL)

NPs t(h) RstSD(nm) PDI% T+SD(mV)

0 86 +38 21  +26.1£5.0

0.5 86+ 38 21  +25.8+52

1 81434 20  +26.3+5.3

3 77 £ 30 21  +26.9+45

LVF-CH/TPP-NPs; 5 76 + 32 20  +263+4.4
+ LISOZIMA 7 75+ 33 20  +25.6+45
24 65 + 25 20  +253+50

48 63 +27 21 +248+4.1

72 62+ 26 19  +23.3+4.38

96 58 + 23 20 424346

0 159 + 52 16 +23.8+5.3

0.5 157 + 64 16 +246+54

1 157 + 70 17 +233+45

3 146 + 58 15  +23.0+5.8
LVF-CH/SBE-B-CYD-NPs; 5 143 + 57 17 +24.1+50
+ LISOZIMA 7 134 + 56 21 +239+44
24 116 + 48 20 +23.7£40

48 104 + 43 18 +239+4.1

72 98 + 43 21 +242+34

96 82 +29 24 +242+40

112

—
| —



CH-NPs CONTENENTI LVF - CAPITOLO 8: RISULTATI E DISCUSSIONE

L'esame morfologico delle CH-NPs & stato eseguito mediante analisi TEM. Le
immagini ottenute, riportate in Figura 32, hanno evidenziato per entrambe le
formulazioni la presenza di particelle sferiche con un alto grado di omogeneita. Le
NPs gelificate con SBE-B-CYD evidenziano pero una morfologia diversa dalle CH/TPP-
NPs, ossia la presenza di un guscio di minore densita rispetto al nucleo interno, per la
presenza delle catene di CH non gelificate sulla superficie particellare (Trapani et al.,
2010). Probabilmente questa morfologia & responsabile della degradazione pil
rapida di CH/SBE-B-CYD-NPs rispetto a CH/TPP-NPs. Il lisozima, infatti, idrolizza i
legami B (1-4) tra N-acetilglucosamina e glucosamina nel CH, e questa azione

potrebbe essere favorita per il CH non reticolato.

(d)

Figura 32. Immagini TEM di LVF-CH/TPP-NPss (a, b) e LVF-CH/SBE-B-CYD-NPss (c, d)
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8.3 PROFILI DI RILASCIO IN VITRO DELLE CH-NPs CONTENENTI LVF

Gli studi di rilascio in vitro della LVF sono stati eseguiti utilizzando celle di diffusione
di Franz e una membrana sintetica. Entrambe le formulazioni (LVF-CH/SBE-B-CYD-
NPs3 e LVF-CH/TPP-NPs3) hanno mostrato profili di rilascio bifasici (Figura 33), con un
importante burst effect, di circa il 60% (p/p), nelle prime ore dell'esperimento, per le
LVF-CH/TPP-NPs3 e di circa il 20% (p/p) per le LVF-CH/SBE-B-CYD-NPss.
Successivamente, & stato osservato un rilascio prolungato della LVF rimanente nelle
NPs, che si & concluso in 72 ore. |l burst effect potrebbe essere principalmente dovuto
al desorbimento di LVF adsorbita superficialmente sulle CH-NPs e/o alla rapida
diffusione del farmaco incapsulato vicino alla superficie particellare (Huang & Brazel,
2001). Questa localizzazione esterna di LVF € maggiore per le NPs gelificate con TPP
piuttosto che in quelle gelificate con la SBE-B-CYD. In quest’ultimo caso, sulla
superficie sono presenti solo tracce di LVF, poiché il farmaco & principalmente
presente come complesso di inclusione con la SBE-B-CYD, esso pertanto si colloca

uniformemente nella matrice, seguendo la localizzazione del macrociclo.
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Figura 33. Profili di rilascio (%) delle LVF-CH/TPP-NPs3 rispetto alle LVF-CH/SBE-
B-CYD-NPss3, in funzione del tempo. Gli esperimenti sono stati condotti
utilizzando celle di diffusione di Franz e una membrana sintetica. | risultati sono

espressi come valori medi di tre diversi esperimenti da tre diversi lotti + la SD

L'analisi dei dati di rilascio, effettuata applicando diversi modelli cinetici (ordine zero,
primo ordine e modello di Higuchi), ha dimostrato una diversa cinetica di rilascio per
le formulazioni preparate con o senza SBE-B-CYD. Le LVF-CH/SBE-B-CYD-NPs3 hanno
mostrato la migliore correlazione (valore di R? in Tabella 8) con il modello di Higuchi,
evidenziando un processo di diffusione, che dipende dalla radice quadrata del tempo.
Nessuno dei modelli cinetici utilizzati descrive con precisione il rilascio di LVF da LVF-
CH/TPP-NPss. Valori di R? simili sono stati osservati per i modelli di primo ordine e di
Higuchi, forse perché diversi meccanismi sono coinvolti nel rilascio della LVF da
questa formulazione. E stato anche osservato (Tabella 8) che il rilascio di LVF dalle
NPs dopo il burst effect avviene ad una velocita maggiore per le NPs gelificate con
SBE-B-CYD piuttosto che per quelle gelificate con TPP, probabilmente a causa del loro

maggiore stato di idratazione, cosi come precedentemente ipotizzato.

Tabella 8. Coefficiente di regressione (R?) e costante di velocita (K) dei dati di rilascio

di LVF da LVF-CH/TPP-NPs3 e LVF-CH/SBE-B-CYD-NPs3 secondo diversi modelli cinetici

Ordine zero Primo ordine Higuchi
NPs R? Ko (d%) R? Ko(d?) R? Ko (d*/2)
LVF-CH/TPP-NPs; 0.9247 0.683 0.9498  0.055 0.9408 6.549

LVF-CH/SBE-8-CYD-NPs;  0.9458 1.219 0.9276  0.0598 0.997 11.901
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8.4 ATTIVITA’ ANTIBATTERICA

L'attivita antibatterica del CH libero, della LVF libera, delle CH-NPs vuote e contenenti
LVF e stata valutata nei confronti di P. aeruginosa, E. coli e S. aureus. L'attivita dei
campioni di NPs e stata valutata in termini di concentrazione minima inibente (MIC)
e concentrazione minima battericida (MBC). La LVF libera ha mostrato attivita contro
tutti i ceppi testati nel seguente ordine: E. coli > S. aureus > P. aeruginosa (Tabella 9).
E stata osservata una limitata suscettibilita dei ceppi Gram-negativi e Gram-positivi
anche al CH libero, che ha esercitato la sua attivita antibatterica nell'ordine E. coli >
P. aeruginosa > S. aureus. Il meccanismo con cui il CH agisce sulle cellule batteriche
€, oggi, poco conosciuto; tuttavia, sembra che il principale meccanismo d'azione del
CH sia l'interazione elettrostatica tra il gruppo amminico della glucosamina caricato
positivamente e la parete batterica caricata negativamente. Questa interazione
produce un'alterazione della permeabilita della parete batterica, seguita dalla
fuoriuscita di sostanze intracellulari, con conseguente morte batterica. Sono stati
considerati altri meccanismi, come il legame intranucleare con il DNA batterico e
I'azione chelante svolta nei confronti di alcuni metalli cationici, come gli ioni calcio o
magnesio (Chandrasekaran et al., 2020). L'azione del CH, che porta alla lisi della
membrana cellulare, & stata descritta sia nei batteri Gram-negativi che in quelli Gram-
positivi (Orellano et al., 2019), anche se i microrganismi Gram-negativi sembrano
essere piu suscettibili all'azione del CH. Cio & probabilmente dovuto ai diversi
componenti della parete cellulare. | batteri Gram-negativi sono caratterizzati da una
membrana esterna contenente lipopolisaccaridi, che producono una forte carica
negativa sulla superficie e permettono una forte interazione con il CH. Nei Gram-
positivi & presente uno spesso strato di peptidoglicano contenente acidi teicoici, che

forniscono una carica negativa sulla superficie meno importante (Matica et al., 2019).
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Tabella 9. Valori di concentrazione minima inibitoria (MIC) e concentrazione minima
battericida (MBC) (ug/mL) di LVF libera, CH libero, CH-NPs vuote e CH-NPs caricate

con LVF contro batteri Gram-negativi e Gram-positivi

Pseudomonas Escherichia  Staphylococcus

aeruginosa coli aureus
CAMPIONI MIC MBC MIC MBC MIC MBC
LVF 0.5 1 0.016 0.016 0.250 0.250
CH 500 500 250 250 1000 1000
CH/TPP-NPs 150 >150 75 >150 150 >150
CH/SBE-B-CYD-NPs 150 150 1875 37.5 150 150

LVF-CH/SBE-B-CYD-NPs3 0.125 0.250 0.004 0.004 0.060 0.060

LVF-CH/TPP-NPs; 0.125 0.250 0.004 0.004 0.060 0.060

Le CH-NPs vuote hanno mostrato un'attivita antibatterica maggiore rispetto al CH
libero (Orellano et al., 2019). Ciod potrebbe essere dovuto alla deposizione di CH-NPs
sulla parete batterica, che genera una elevata densita di carica positiva in prossimita
dei microrganismi, rispetto al CH libero in soluzione, e di conseguenza un maggiore
effetto destabilizzante. Come previsto, la capacita delle CH-NPs di influenzare la
permeabilita della parete batterica ha prodotto un significativo aumento dell'attivita
della LVF, probabilmente favorendone la penetrazione all'interno dei microrganismi.
Infatti, I'incapsulamento della LVF all'interno delle CH/TPP-NPs; e CH/SBE-B-CYD-
NPs3 aumenta la sua attivita battericida di circa due volte. Entrambe le formulazioni
hanno mostrato un'attivita antimicrobica simile, probabilmente correlata alle stesse
proprieta di superficie possedute dalle due formulazioni (valori positivi di T simili), e

hanno seguito lo stesso ordine di attivita osservato per il farmaco libero.
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Nanoparticelle di chitosano e solfobutiletere-8-ciclodestrina

per il targeting naso-cervello di idebenone

9. MATERIALI E METODI

9.1 MATERIALI

Il chitosano (CH) a basso peso molecolare (75-85% deacetilato; MW, 50.000-190.000
Da, determinato in base alla viscosita; viscosita di una soluzione all'1% in acido
acetico 1%: 20-300 cps), il D-(+)-trealosio diidrato e la 2-idrossipropil-B-CYD (HP-B-
CYD, PM, 1380; grado di sostituzione, 0.6) sono stati acquistati dalla Sigma-Aldrich
(Milano, Italia). La Solfobutil-etere-B-ciclodestrina (SBE-B-CYD, CAPTISOL®, grado
medio di sostituzione, 7, MW medio, 2162) & stata gentilmente fornita dalla Cydex
Pharmaceutical (Lenexa, Kansas City, USA). L’idebenone (IDE, 2,3-dimethoxy-5-
methyl-6(10-hydroxydecyl)-1,4-benzoquinone, CigH300s, PM, 338.44) é& stato
gentilmente offerto dalla Wyeth Leaderle S.p.A. Il terreno di Eagle modificato da
Dulbecco (DMEM), il siero fetale bovino inattivato al calore (FBS), la soluzione di
penicillina/streptomicina, la glutammina e la tripsina sono stati ottenuti da GIBCO
(Invitrogen Corporation, Giuliano Milanese, Milano, Italia). Boccette di coltura in
plastica e filtri cellulari usa e getta sono stati ottenuti da Costar (Cambridge, MA,
USA). Acqua ossigenata apirogena bidistillata e soluzione salina sterile erano Sifra
S.p.A. (Verona, Italia) e Fresenius Kabi Potenza S.r.l. (Verona, Italia), rispettivamente.
Le cellule di glioblastoma umano (U-373 ATCC) sono state acquistate da LGC
Standards S.r.l. (Sesto San Giovanni, Milano, Italia). Il kit per il test di citotossicita
(Pierce lattico deidrogenasi -LDH) e stato fornito dalla Thermo Fisher-Scientific (USA).
L'acqua utilizzata durante lo studio & stata distillata due volte, quindi filtrata
attraverso filtri Millipore® GSWP da 0.22 um (Bedford, USA). Tutti gli altri prodotti e

reagenti erano di grado analitico.
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9.2 PREPARAZIONE DEI COMPLESSI DI INCLUSIONE DELL'IDE CON
SBE-B-CYD E HP-B-CYD

| complessi di inclusione dell'IDE con le CYDs modificate sono stati preparati, in
rapporto molare farmaco/CYD 1:1, per liofilizzazione di una soluzione idroalcolica
(metanolo:acqua, 20:80, v:v). Brevemente, le CYDs (3 x 103 M) sono state
solubilizzate, a temperatura ambiente, in 80 mL di acqua, quindi, ad ognuna di esse
¢ stata addizionata una soluzione metanolica (20 mL) contenente IDE (3 x 103 M). Le
miscele sono state lasciate ad agitare al buio e a temperatura ambiente per 12 h
prima di essere congelate per la successiva liofilizzazione (VirtTis Benchtop K

Instrument, SP Scientific, USA).

9.3 STUDI DI SOLUBILITA DI FASE DEL SISTEMA IDE/HP-B-CYD

Concentrazioni crescenti di HP-B-CYD (da O mM a 10 mM) sono state solubilizzate in
5 mL di una soluzione acetica (1%) portata a pH 5 per aggiunta di NaOH 2 M, in
presenza o assenza di una quantita fissa di CH (10 mg) e addizionate di quantita di
IDE (5 x 103 M) in eccesso rispetto alla sua solubilita intrinseca (2 x 10> M, a 25°C).
Le sospensioni ottenute sono state sonicate per 15 min (Bagno ad ultrasuoni Bandelin
514 Berlino, Germania), quindi, poste ad agitare al buio, a 25.0 + 0.5°C per 48 ore.
Raggiunto 'equilibrio, le sospensioni sono state filtrate con filtri Sartorius Minisart®-
SRP 15 PTFE da 0.22 um ed analizzate mediante HPLC, per il dosaggio dell’IDE in
soluzione. Gli esperimenti sono stati condotti in triplicato, e i dati ottenuti dal
diagramma di solubilita di fase sono stati utilizzati per calcolare la costante di stabilita

(Kc) del complesso IDE/HP-B-CYD, utilizzando I’equazione seguente (Higuchi, 1965):

B Pendenza
~ Sy x (1 — Pendenza)

kc

dove Sg e la solubilita intrinseca dell’IDE.
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9.4 PREPARAZIONE DELLE CH-NPs

Le CH-NPs vuote sono state ottenute mediante il metodo di gelazione ionotropica
utilizzando SBE-B-CYD come agente gelificante seguendo la procedura gia descritta
nel paragrafo 2.6. Si riporta comunque la preparazione delle CH-NPs anche in questo

paragrafo per semplicita di lettura.

Soluzioni di CH sono state preparate sciogliendo 10 mg di policatione in 6.5 mL di una
soluzione di acido acetico all'1%, previamente aggiustata a pH 5 con aggiunta di gocce
di NaOH 2 M. Le soluzioni sono state agitate per 24 h per favorire la solubilizzazione
del CH, e sono state quindi addizionate goccia a goccia, sotto continua agitazione
magnetica, di una soluzione acquosa a pH 5 (1.5 mL) contenente 7.5 mg di SBE-B-CYD.
Le sospensioni lattescenti ottenute sono state mantenute sotto agitazione magnetica
per 30 min a temperatura ambiente, quindi mediante centrifugazione a 13000 rpm
per 30 minuti (ThermoFisher Scientific, Heraeus megafuge 16). Il pellet & stato
raccolto e il surnatante centrifugato ancora due volte. | pellet ottenuti dalle
successive centrifugazioni sono stati riuniti, quindi risospesi in 15 mL di acqua
contenente trealosio (5% p/v) come agente crioprotettore e liofilizzati per 72 h

(VirtTis Benchtop K Instrument, SP Scientific, USA). Il surnatante é stato eliminato.

Le CH-NPs contenenti IDE sono state preparate seguendo la stessa procedura. |l
farmaco é stato pero addizionato sotto forma di complesso di inclusione con la SBE-
B-CYD. Brevemente, sono state preparate soluzioni a pH 5 di CH (10 mg/6.5 mL) che
sono state addizionate di 1.5 mL di una soluzione acetica a pH 5 contenente il
complesso di inclusione IDE/SBE-B-CYD (8.1 mg, rapporto molare 1:1). Le sospensioni
lattescenti, dopo agitazione per 30 min sono state centrifugate a 13000 rpm per 30
min per tre volte. | pellet raccolti sono stati riuniti e liofilizzati per 72 ore. Il surnatante
e stato utilizzato per la determinazione indiretta dell’IDE incapsulato mediante analisi

HPLC.

Sono anche stati preparati sistemi sovraccarichi di IDE mediante aggiunta del

complesso diinclusione IDE/HP-B-CYD (rapporto molare 1:1). In questo caso, quantita
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diverse (5.6 mg, 9 mg, 11.2 mg, 16.83 mg) di complesso liofilizzato sono state
addizionate alla soluzione polimerica o alla soluzione polianionica, costituita dal
complesso IDE/SBE-B-CYD. Le soluzioni sono state lasciate sotto agitazione magnetica
a temperatura ambiente, per 1 ora, per garantire la completa solubilizzazione del
complesso di inclusione IDE/HP-B-CYD. Si & quindi proceduto come descritto

precedentemente.

9.5 CARATTERIZZAZIONE DELLE CH-NPs

La resa di produzione delle CH-NPs ¢ stata calcolata applicando la seguente formula:

Resa ef fettiva
Resa(%) = Resa teorica x 100

Per la determinazione dell’efficienza di incapsulazione (EE) e della capacita di carico
(DC) delle CH-NPs e stato adottato il metodo indiretto. | surnatanti derivanti
dall'ultima centrifugazione sono stati filtrati, quindi sono stati prelevati campioni di 1
mL che sono stati addizionati di 10 mL di acetonitrile allo scopo di precipitare il CH in
eccesso. Le sospensioni ottenute sono state filtrate e analizzate mediante analisi
HPLC. La quantita di IDE incapsulato nelle NPs & stata quindi calcolata per differenza
tra I'IDE inizialmente utilizzato per la preparazione dei sistemi (IDE teorico) e I'IDE
presente nel surnatante.

L'EE% e stata quindi calcolata utilizzando la formula seguente:

EE(%) = IDE teorico inmg — IDE nel surnatante in mg 100
v IDE teorico inmg x
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Il DC % e stata calcolato come segue:

DC(%) = IDE teorico in mg — IDE nel surnatante in mg 100
Yo Peso delle CH — NPs recuperate x

La caratterizzazione morfologica delle CH-NPs e stata effettuata mediante
microscopia elettronica a scansione in trasmissione (STEM). Le analisi sono state
effettuate utilizzando un microscopio Jeol JEM 2010F (JEOL Ltd. Japan) e condotte
utilizzando un voltaggio di 200kV. Le analisi STEM permettono |'impiego di minori
dosi di elettroni rispetto alle convenzionali analisi TEM, riducendo il danno provocato

dal fascio di elettroni ai carboni del campione in esame.

L’analisi dimensionale di tutti i campioni & stata effettuata mediante spettroscopia di
correlazione fotonica usando uno Zetamaster (Malvern Instruments, UK), corredato
da un software “PCS sub micron particles analyzer”. | campioni liofilizzati sono stati
opportunamente diluiti in acqua e le letture effettuate ad un angolo di 90°. Il
diametro medio e l'indice di polidispersione delle CH-NPs sono stati determinati
come media di trenta determinazioni e i risultati sono stati espressi come media £ la

SD.

Le proprieta elettriche di superficie delle CH-NPs sono state determinate utilizzando
uno Zetamaster Nano ZS (Malvern Instruments Ltd) corredato da laser He-Ne
operante a 633nm con la tecnica della spettroscopia di correlazione fotonica. Le CH-
NPs liofilizzate sono state disperse in acqua e una quantita idonea di ciascun
campione (100 ul) e stata opportunamente diluita con 20 mL di acqua per HPLC ed
iniettata nella cella elettroforetica dello strumento. Il potenziale zeta ({) e stato
determinato come media di 10 esperimenti impiegando [I'equazione di

Smoluchhowsky con un valore nominale della costante di 1.5.
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9.6 STUDI DI RILASCIO IN VITRO

| test di rilascio in vitro sono stati condotti a 35.0 £ 0.5°C, in tampone fosfato a pH
5.5, sotto agitazione magnetica, impiegando un bagno termostatato Telesystem
15.40 con una unita di controllo Telemodul 40 C. | pellet liofilizzati sono stati pesati,
posti all'interno di matracci e addizionati di 25 mL di PBS. Le sospensioni sono state
poste ad agitare al buio, a 710 rpm. A tempi prefissati (1, 3, 5, 10, 25 e 48 ore),
ciascuna sospensione é stata centrifugata a 13000 rpm per 20 min. Aliquote di 5 mL
di ciascun surnatante sono state prelevate, filtrate e se necessario diluite, quindi,
analizzate mediante analisi HPLC. | pellets sono stati risospesi, addizionati di 5 mL di
PBS fresco, preriscaldato a 37 °C, e posti nuovamente ad agitare per continuare il test.
Il rilascio del principio attivo e stato espresso come percentuale cumulativa di
farmaco rilasciato in funzione del tempo. Gli esperimenti sono stati condotti in

triplicato e i risultati sono stati espressi come media * la SD.

| dati ottenuti dagli studi di rilascio in vitro sono stati analizzati secondo diversi
modelli di rilascio, allo scopo di determinare la cinetica di rilascio. Sono stati quindi
costruiti piu grafici ponendo la percentuale cumulativa del farmaco rilasciato vs.
tempo (modello di ordine zero); il log della percentuale cumulativa del farmaco
rimanente vs. tempo (modello di primo ordine) e la percentuale cumulativa del
farmaco rilasciato vs. la radice quadrata del tempo (modello di Higuchi) (Costa &
Lobo, 2001). Il meccanismo di rilascio dalla matrice polimerica e stato determinato
applicando ai dati relativi al primo 60% di farmaco rilasciato il modello di
KORSMEYER-PEPPAS:

e _ ke

T

oo}

dove, t ¢ la frazione di farmaco rilasciato al tempo t, K € la costante di
velocita ed n I'esponente di rilascio. Il valore n & usato per caratterizzare differenti

meccanismi di rilascio, cosi come riportato in Tabella 10.
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Tabella 10. Valori dell’esponente di diffusione n e relativo meccanismo di rilascio

per matrici cilindriche

ESPONENTE DI MECCANISMO DI DIFFUSIONE
DIFFUSIONE (n)

0.45 Diffusione Fickiana
0.45<n<0.89 Diffusione anomala (non Fickiana)
0.89 Trasporto di tipo Case-ll

n>0.89 Trasporto di tipo Super Case-l|

9.7 ANALISI HPLC E VALIDAZIONE DEL METODO

Il dosaggio dell’IDE é stato effettuato mediante analisi HPLC (Prominence LC-20AB,
Schimadzu, Italia). 20 uL di ogni campione € stato iniettato in una colonna in fase
inversa (Discovery C18, 250 x 4.6 mm diametro interno, 5 um, Supelco). L'analisi &
stata condotta utilizzando i seguenti parametri operativi: flusso 1 mL/min, fase
mobile, acqua/acetonitrile (25/75, v/v). LIDE é stato rilevato a 280 nm utilizzando un
detector UV-VIS (Shimadzu UV-Vis detector SPD-20A). Il metodo HPLC ¢ stato validato
per la linearita, specificita, sensibilita e ripetibilita. Una soluzione madre di IDE ¢ stata
preparata dissolvendo in un matraccio calibrato 10 mg di farmaco in 100 mL di una
miscela acqua/acetonitrile. Sono state preparate 8 soluzioni standard diluendo
opportunamente la soluzione madre nell’intervallo di concentrazione compreso tra
0.5 pug/mL e 50 pug/mL. Sono stati preparati sei campioni per ogni concentrazione ed
ognuno analizzato in triplicato. Per determinare la specificita del metodo, una
soluzione standard contenente 1 pug/mL di IDE e stato addizionato di differenti
quantita di HP-B-CYD (rapporto molare IDE/HP-B-CYD 1:1, 1:2, 1:20) ed analizzato in

triplicato. Il limite di rilevazione ed il limite di quantificazione sono stati determinati
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come rapporto segnale/rumore (Shrivastava & Gupta 2011). La precisione del
metodo ¢ stata determinata analizzando tre delle 8 soluzioni standard (0.5, 10, 50
ug/mL) precedentemente preparate per sei volte durante lo stesso giorno e nei

cinque giorni successivi.

9.8 ANALISI FTIR-ATR

Gli spettri FTIR-ATR sono stati registrati utilizzando uno spettrometro a trasformata
di Fourier Bomem DA8 (BOMEM, Saint Laurent, QC, Canada). Gli spettri sono stati
eseguiti a temperatura ambiente nella regione spettrale dal 4000-400 cm™ e
accumulando 100 scansioni ripetitive per ogni analisi, allo scopo di garantire un buon
rapporto segnale-rumore, nonché un'elevata riproducibilita. | campioni di mucosa
bovina nasale prima e dopo il trattamento per 24h con CH libero, con le CH-NPs e con
I"'HP-B-CYD libera, sono stati posizionati a contatto con la superficie di un cristallo ATR

a singola riflettanza (Golden Gate, dotata di un pistone a punta di diamante).

9.9 STUDI BIOLOGICI IN VITRO

9.9.1 COLTURE CELLULARI

| test biologici in vitro sono stati condotti su cellule di glioblastoma umano (U-373)
incubate (Water-Jacketed CO; Incubator, Thermo Scientific, Germany) in piastre di
coltura (100 mm x 20 mm) a 37.0 £ 0.1°C (5% CO;) utilizzando terreno DMEM con
glutammina, arricchito con penicillina (100 Ul/mL), streptomicina (100 pg/mL),
amfotericina B (250 pug/mL) e FBS (10% v/v), al fine di favorire la loro adesione alla
piastra. Il terreno fresco e stato sostituito ogni 48h. Quando le cellule hanno
raggiunto circa 1'80% di confluenza, e stata aggiunta tripsina (2 mL) per il distacco
delle cellule. Successivamente, le cellule sono state raccolte in una provetta da

centrifuga contenente 4 mL di terreno di coltura. | piatti sono stati ulteriormente
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lavati con 2 mL di PBS, pH 7.4, per rimuovere le cellule rimanenti; quindi, il PBS ¢ stato
trasferito nella provetta da centrifuga. Le cellule sono state centrifugate a 1500 rpm
a temperatura ambiente per 5 minuti (Megafuge 16 (ThermoFisher Scientific,
Heraeus megafuge 16). Il pellet & stato risospeso in un volume di terreno di coltura

appropriato e seminato in piastre di coltura prima dell'indagine in vitro.

9.9.2 SAGGI DI CITOTOSSICITA IN VITRO

La citotossicita delle CH-NPs, del complesso di inclusione IDE/HP-B-CYD e dell’IDE
libero e stata determinata mediante MTT test (metiltiazolildifenil-tetrazolio
bromuro) (Cosco et al., 2016). Le cellule U-373 sono state poste in piastre (8 x 103
cellule/0,1 mL) e trattate con concentrazioni diverse (6.25, 12.5 e 25 uM in IDE) dei
campioni da analizzare, quindi incubate per 24, 48 e 72 ore. Alla fine del trattamento,
10 pL di MTT (5 mg/mL in PBS) sono stati addizionati in ogni pozzetto. Dopo 3 ore di
incubazione il surnatante & stato rimosso e sono stati addizionati 200 uL di una
soluzione di dimetilsufossido/etanolo (1:1, v/v) per solubilizzare i cristalli colorati di
formazano. Le piastre sono state agitate a 230 rpm (IKA® KS 130 Control, IKA® WERKE
GMBH & Co, Staufen, Germany) per 20 min. L’assorbanza & stata misurata con un
lettore per micropiastre ELISA (ELISA microplate reader xMark™ Microplate
Absorbance Spectrophotometer, Bio-Rad Laboratories, Milano, Italia) a Aabs =570 nm
e Aabs = 670 nm. La percentuale di vitalita cellulare & stata calcolata secondo la

seguente equazione:

bsy

100
Abs; x

Vitalita cellulare (%) =

dove Abst € I'assorbanza delle cellule trattate e Absc & I'assorbanza delle cellule di
controllo (non trattate). La concentrazione di formazano & correlata alla vitalita

cellulare che & stata riportata come media di tre diversi esperimenti + SD.
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9.9.3 VALUTAZIONE DELL'ATTIVITA ANTIOSSIDANTE

L'attivita antiossidante e stata valutata misurando il rilascio della LDH dalle cellule.

Le cellule U-373 sono state poste in piastre di coltura a 96 pozzetti (8 x 103 cellule/0.1
ml), trattate con concentrazioni diverse (6.25, 12.5 e 25 uM in IDE) dei campioni da
analizzare e incubate per 24 o. Alla fine del trattamento le cellule sono state incubate
con perossido di idrogeno (700 uM) per 1 h (Paolino et al. 2013). Il dosaggio di LDH e
stato eseguito spettrofotometricamente (xMark™ Microplate 483 Absorbance
Spectrophotometer, Bio-Rad Laboratories, Milano, Italia) utilizzando idoneo kit per
test di citotossicita (Pierce LDH) A = 680 e 490 nm. La percentuale di LDH rilasciato e

stata ottenuta applicando la seguente equazione:

LDH ril iata (%) Attivita LDH nelle cellule trattate — Attivita LDH spontanea 100
rilasciata =
0 Attivita LDH massima — Attivita LDH spontanea x

Dove, I'attivita LDH nelle cellule trattate e I'attivita LDH spontanea corrispondono
rispettivamente all'LDH rilasciato dalle cellule trattate e I’'HDL rilasciato dalle cellule
non trattate; l'attivita massima di LDH corrisponde al rilascio massimo di LDH
ottenuto dalle cellule lisate. | valori dell'attivita di LDH per ogni campione sono stati
ottenuti sottraendo il valore di assorbanza di 680 nm dall'assorbanza di 490 nm,
prima del calcolo della % di rilascio di LDH. | risultati sono stati riportati come media

di tre esperimenti indipendenti + DS.

9.9.4 STUDI DI PERMEAZIONE EX VIVO SU MUCOSA NASALE BOVINA

La mucosa nasale bovina & stata prelevata da animali sani (12-18 mesi di eta)
immediatamente dopo la macellazione e prima dell'uso & stata immersa in PBS a pH
7.0 contenente eparina. Campioni di mucosa (area disponibile per la diffusione pari a
0.75 cm?) sono stati montati su celle di diffusione di tipo Franz (LGA, Berkeley, CA,

USA). Il compartimento recettore e stato riempito con 4.5 mL di soluzione di
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PBS/etanolo (60/40, v/v) per garantire condizioni di pseudo-sink. Il sistema é stato
equilibrato a 37.0 £ 0.5°C per 15 minuti prima di introdurre le formulazioni. Aliquote
di 200 pL di IDE libero (25 pm), complessato con HP-B-CYD e CH-NPs previamente
disperse in 500 pL di PBS sono state poste nel compartimento donatore. Campioni
della soluzione ricevente sono stati prelevati in tempi diversi durante il periodo
sperimentale (24 h) e sostituiti con le stesse quantita di tampone fresco
precedentemente riscaldato a 37.0 £ 0.5°C. L'integrita della mucosa e stata valutata
prima e dopo gli esperimenti misurando la resistenza elettrica transepiteliale (TEER),
che é risultata pari a 41 + 15 Q cm?. Al termine dell'esperimento, la superficie della
mucosa é stata lavata con acqua per rimuovere ogni residuo di formulazione, quindi
e stato recuperato I'IDE accumulato nel tessuto sminuzzando la mucosa nasale con
una lama chirurgica e omogeneizzando in 5 mL di acqua con Ultra-Turrax 1 IKA
(IKA1Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Germania) per 5 min. Sono stati quindi aggiunti
cinque mL di metanolo e l'omogeneizzazione € proseguita per 1 min. Dopo
centrifugazione delle miscele organiche, sono stati raccolti i surnatanti e il solvente e
stato rimosso a pressione ridotta, ottenendo residui che sono stati addizionati di 2
mL di metanolo per solubilizzare I'IDE. Dopo la filtrazione (filtro Millipore® GSWP da
0.2 um), le soluzioni sono state iniettate in HPLC per il dosaggio dell’IDE. La

percentuale di recupero di IDE & stata del 97% (p/p), su un numero di sei repliche.

9.10 ANALISI STATISTICA
Il test ANOVA a una via & stato eseguito per determinare la significativita statistica.
Un test t di Bonferroni & stato utilizzato per convalidare il test ANOVA e p < 0.05 &

stato considerato statisticamente significativo.
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10. RISULTATI E DISCUSSIONE

Le CH-NPs contenenti IDE, sono state preparate seguendo il metodo della gelazione
ionotropica, utilizzando come polianione soluzioni acquose di SBE-B-CYD. E stato
infatti dimostrato (Leva et al., 2009) che questa CYD, grazie alle sue cariche negative,
e in grado di interagire elettrostaticamente con il CH, carico positivamente, per
formare CH-NPs.

L'impiego della SBE-B-CYD per la gelazione del CH risulta estremamente vantaggioso
poiché, come tutte le altre CYDs, essa possiede ottime capacita complessanti nei
riguardi di farmaci lipofili, dei quali aumenta sensibilmente la solubilita in acqua
(Brewster & Loftsson 2007).

In particolare, nello studio condotto da Cannava et al. (2013b), & stata dimostrata
I'alta affinita della SBE-B-CYD per I'IDE. Essa € in grado di formare con il principio
attivo un complesso di inclusione solubile in rapporto stechiometrico 1:1, con elevata
stabilita (Kc = 13600 M?). La SBE-B-CYD, pertanto, pud permettere l'incapsulazione
dell'DE, farmaco lipofilo, all'interno del sistema nanoparticellare allestito in
ambiente idrofilo.

La gelazione ionotropica richiede rapporti esattamente definiti di specie reagenti,
permettendo solo leggeri spostamenti dal valore ottimale. Per questo, la quantita
teorica di IDE che pud essere addizionata durante la preparazione delle CH-NPs
dipende strettamente dalla quantita di SBE-B-CYD necessaria alla gelazione del CH.
Essa puo risultare quindi limitata. Per ottenere sistemi sovraccarichi di principio

attivo, e stato utilizzato il complesso di inclusione IDE/HP-B-CYD.

La HP-B-CYD e una CYD non ionica che ha mostrato elevate capacita complessanti nei
confronti dell'IDE. La sua presenza, proprio per la mancanza di carica, non interferisce
con il processo di gelazione e puo essere aggiunta al sistema in quantita che non sono
vincolate al processo preparativo delle NPs, ma soltanto alla capacita di carico dello

stesso.
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10.1 CARATTERIZZAZIONE DELLE CH-NPs

Le CH-NPs sono state preparate utilizzando concentrazioni fisse di CH e di SBE-B-CYD
libera o complessata con IDE. In Tabella 11 sono riportate le proprieta fisico-chimiche
e tecnologiche delle CH-NPs ottenute. Si osservano dimensioni idonee alla via di
somministrazione intranasale, buone proprieta di carico del sistema nanoparticellare
e un valore di potenziale zeta positivo, che evidenzia la presenza in superficie di
catene di CH non gelificate, necessarie per garantire le proprieta muco-adesive delle
CH-NPs realizzate. Tuttavia, la presenza di IDE riduce significativamente la resa
percentuale che si abbassa dal 75% al 53%. E ipotizzabile che la presenza del principio
attivo riduca le interazioni elettrostatiche tra il macrociclo e il polimero, per questioni
di ingombro sterico. Infatti, uno studio condotto da altri autori (Cannava et al. 2013b)
ha dimostrato che I'IDE si colloca nella cavita della SBE-B-CYD con I'anello chinonico
dentro la cavita, facendo protrudere verso I'esterno la catena alifatica a 10 atomi di
carbonio, che si verrebbe quindi a trovare in prossimita dei gruppi solfobutilici

responsabili dell’interazione elettrostatica.

Tabella 11. Parametri tecnologici delle CH-NPs gelificate con SBE-B-CYD e IDE/SBE-B-

CYD. I valori sono espressi come media di almeno tre lotti di produzione + la SD

CONTENUTO
DIMENSIONI RESA (%)* E.E.(%)* D.C.(%)*
TEORICO IDE PDI+SD  T(mV)
(nm) £ SD SD SD )
(mg)
- 138.2842.36 0.181+0.056 +27.3+2.5 75.12+1.82 - -
1 140.0843.71 0.169+0.068 +28.2+2.1 53.21+0.91 42.10+2.03 4.26%0.62
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Allo scopo di valutare se I'utilizzo di un maggior contenuto teorico di IDE potesse
influenzare positivamente le proprieta fisico-chimiche e tecnologiche dei sistemi
precedentemente realizzati, le CH-NPs sono state preparate utilizzando quantita
crescenti di IDE/HP-B-CYD, aggiunte alla soluzione polimerica o alla soluzione
contenente IDE/SBE-B-CYD. In una prima fase, e risultato necessario verificare
I'influenza del CH sulla capacita di complessazione della HP-B-CYD per I'IDE. Per
guesta ragione sono stati condotti studi di solubilita di fase dell'IDE in presenza di
concentrazioni crescenti di HP-B-CYD, e in assenza o in presenza di una
concentrazione fissa di CH, corrispondente alla quantita utilizzata per la realizzazione

delle NPs. In Figura 34 sono mostrate le isoterme ottenute.

=
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HP-B-CYD 10-3 M

Figura 34. Profili di solubilita di fase dell'IDE in presenza di concentrazioni crescenti
di HP-B-CYD e in assenza (m) o in presenza ( 9 ) di una quantita fissa di CH, in

soluzione acetica portata a pH 5 con aggiunta di NaOH 2M e 25.0 £ 0.5°C
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In entrambi i casi, si osserva un aumento lineare della solubilita dell'IDE all'aumentare
della concentrazione della CYD (curva di tipo AL), che dimostra la formazione di un
complesso solubile, nel range di concentrazione studiato. La pendenza di entrambe
le isoterme risulta inferiore ad 1, indice della presenza di un complesso in rapporto
molare 1:1. Tuttavia, i valori di costante di stabilita (Kc) determinati dai diagrammi di
solubilita di fase, in accordo con I’equazione di Higuchi e Connors (1965), mostrano
un’influenza negativa del CH sull’efficacia di complessazione della HP-B-CYD nei
confronti dell'IDE. Si osserva infatti una riduzione della Kc, che passa da 6031 M a
5286 M in presenza del CH. Probabilmente, il CH interagisce con la superficie
esterna della HP-B-CYD, ostacolando la penetrazione dell'IDE all'interno della cavita
del macrociclo per un effetto di ingombro sterico. L'esistenza di un complesso di
inclusione CH/HP-B-CYD é da escludere. Infatti, studi di FTIR in geometria ATR di una
polvere ottenuta per liofilizzazione di una soluzione di CH e HP-B-CYD non
evidenziavano variazioni di bande caratteristiche dei due componenti, che potevano
fare pensare alla formazione di un complesso di inclusione (dati non mostrati). In ogni
caso, la minore capacita complessante della HP-B-CYD per I'IDE osservata in presenza

di CH, non esclude I'aggiunta del complesso IDE/HP-B-CYD alla soluzione polimerica.

In Tabella 12 sono mostrati i parametri dimensionali e le proprieta di superficie dei
sistemi sovraccarichi, preparati addizionando concentrazioni crescenti di IDE/HP-B-
CYD nella soluzione di CH o nella soluzione di IDE/SBE-B-CYD utilizzata per la

gelazione.
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Tabella 12. Dimensioni, indice di polidispersione (PDI) e proprieta di superficie delle
CH-NPs gelificate con IDE/SBE-B-CYD e contenenti diverse concentrazioni del

complesso di inclusione IDE/HP-B-CYD

IDE/HP-B-CYD aggiunto alla soluzione IDE/HP-B-CYD aggiunto alla soluzione

di polianione di policatione
Contenuto
Dimensioni {(mV)t Dimensioni {(mV)
teorico di PDI £ SD PDI £ SD
(nm) £ SD SD (nm) £SD +SD
IDE (mg)*
1.5 145.1+1.3 0.206%0.029 +29.0+1.9 141.5+#3.1 0.146+0.051 +30.2+1.5
2 164.840.8 0.231+0.079 +27.1+0.9 139.0#4.2 0.205+0.029 +28.1+2.3
2.5 171.0+4.7 0.169140.091 +28.1+2.0 136.3x0.9 0.224+0.014 +29.3+0.9
3 189.2+2.7 0.112+0.043 +23.0+1.7 146.945.0 0.201+0.058 +30.0+1.8

*|l contenuto teorico di IDE & pari alla somma dell’IDE caricato come complesso di inclusione

con SBE-B-CYD e HP-B-CYD

Si osserva chiaramente che la presenza della HP-B-CYD non interferisce con il
processo di gelazione. Le CH-NPs si formano a tutte le concentrazioni di complesso
addizionato, e, nel caso in cui il complesso viene aggiunto al polimero, senza che le
dimensioni particellari e 'omogeneita dei sistemi subiscano variazioni significative.
Un incremento delle dimensioni particellari si osserva solo quando il complesso di
inclusione IDE/HP-B-CYD viene aggiunto alla soluzione polianionica. La presenza della
HP-B-CYD influenza solo leggermente il potenziale zeta dei sistemi realizzati, che
rimane comunque positivo, dimostrando ancora la presenza di CH libero sulla

superficie particellare.

La resa percentuale e i parametri di incapsulamento delle CH-NPs sono influenzate in

maniera differente dall'aggiunta del complesso di inclusione nella soluzione
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policationica o polianionica (Tabella 13). In particolare, si osserva un decremento
della resa percentuale, un aumento del’lEE% e un aumento del DC% dei sistemi,
all'aumentare della concentrazione di IDE/HP-B-CYD addizionato nella fase
polianionica. Al contrario, quando il complesso viene addizionato alla soluzione
polimerica, si osserva sempre un aumento della resa di produzione. | parametri di
incapsulamento aumentano fino ad una concentrazione teorica di IDE pari a 2.5 mg,
superata la quale si osserva una riduzione della capacita di carico del sistema. In tutti
i casi, le NPs ottenute in presenza di IDE/HP-B-CYD a tutte le concentrazioni
considerate, possiedono migliori capacita di incapsulamento rispetto alle NPs

realizzate in assenza dello stesso.

Tabella 13. Resa percentuale e parametri di incapsulazione delle CH-NPs gelificate

con IDE/SBE-B-CYD e contenenti diverse concentrazioni del complesso di inclusione

IDE/HP-B-CYD
IDE/HP-B-CYD aggiunto alla soluzione DE/HP-B-CYD aggiunto alla soluzione
di polianione di policatione
Contenuto
Resa (%) EE (%) DC (%) Resa (%) EE (%) DC (%)
teorico di IDE
+SD +SD +SD +SD +SD +SD
(mg)*
1.5 46.0214.1 43.9014.32 6.83+1.21 54.36%2.41 48.25+1.72 6.37+1.52
2 43.21+3.69 45.91+3.11 9.11+2.01 56.63+1.11 74.00%6.13 11.13+1.47
2.5 42.12+5.01 51.81+2.13 11.91+0.98 59.22+7.01 72.74+1.91 11.89+2.41
3.0 30.61+6.32  55.25+3.17 19.30+1.23 64.00+2.14 65.22+5.12 10.69%1.09

* |l contenuto teorico di IDE & pari alla somma dell’IDE caricato come complesso di inclusione

con SBE-B-CYD e HP-B-CYD
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Sulla base dei parametri dimensionali e di capacita di carico dei sistemi realizzati, si &
ritenuto opportuno continuare gli studi sui campioni che presentavano le proprieta
piu idonee all'uso terapeutico prefissato. Pertanto, sono state scelte le formulazioni
ottenute a partire da una quantita teorica di IDE pari ad 2 mg. La formulazione in cui
il complesso IDE/HP-B-CYD e stato addizionato alla soluzione di CH é stato etichettato
CH-NPs-PC mentre quello in cui il complesso & stato addizionato alla soluzione

contenente IDE/SBE-B-CYD (soluzione gelificante) e stato etichettato CH-NPs-PA.

La caratterizzazione morfologica delle CH-NPs-PC e CH-NPs-PA ¢ stata effettuata
mediante microscopia STEM. In Figura 35 sono mostrate le immagini ottenute prima
e dopo liofilizzazione. In entrambi i casi si osserva la presenza di uno strato esterno a
bassa densita costituito da catene di CH non reticolate, che circondano un nucleo a
maggiore densita risultante dall’interazione tra il CH e la SBE-B-CYD (Figura 35, A e B).
Le immagini ottenute dopo liofilizzazione mostrano una morfologia diversa per i due
campioni. L’'indagine STEM condotta su un adeguato numero di particelle ha
mostrato per le CH-NPs-PC una struttura matriciale omogenea (Figura 35, C). Al
contrario le CH-NPs-PA presentano una elevata percentuale di NPs con struttura

multinucleo (circa il 60%) (Figura 35, D).

135

—
| —



CH-NPs CONTENENT! IDE - CAPITOLO 10: RISULTATI E DISCUSSIONE

l) nm

Figura 35. Immagini STEM dei sistemi CH-NPs-PC (A, C) e CH-NPs-PA (B, D) prima

(in alto) e dopo (in basso) liofilizzazione
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10.2 STUDI DI RILASCIO IN VITRO

Gli studi di rilascio in vitro dai campioni CH-NPs-PC e CH-NPs-PA sono stati eseguiti in

confronto alle CH-NPs preparate in assenza di IDE/HP-B-CYD.

120

TEMPO (ORE)

Figura 36. Profili dirilascio in vitro di IDE dalle CH-NPs in assenza (m) e in presenza

del complesso di inclusione IDE/HP-B-CYD; () CH-NPs-PC; (¢) CH-NPs-PA

Le CH-NPs preparate in assenza del complesso IDE/HP-B-CYD non mostrano burst
effect, ma producono un rilascio prolungato di IDE, che si protrae oltre la durata
dell’esperimento (60%, p/v, rilasciato entro 48 h). I'IDE si trova dentro la matrice
polimerica sotto forma di complesso di inclusione con la SBE-B-CYD; si presuppone
quindi che esso si trovi omogenenamente distribuito all'interno della matrice
polimerica insieme alla CYD. Poiché quest'ultima & impegnata nell'interazione

elettrostatica con il CH e non viene rilasciata dalla matrice polimerica, la diffusione
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dell’'IDE dalle CH-NPs & influenzata dal valore della costante di stabilita del complesso

di inclusione, che determinera la quantita di IDE libero diffusibile.

Un andamento diverso e stato osservato per i due sistemi sovraccarichi. Entrambi
mostrano un burst effect, che risulta molto consistente (circa il 60%) per le CH-NPs-
PA, entro la prima ora dell'esperimento. Il rilascio prosegue rapidamente da
quest’ultimo sistema e si completa entro 10 ore. Le CH-NPs-PC dopo una prima rapida
cessione di farmaco pari al 30% entro la prima ora dell’esperimento, producono un
rilascio a velocita sostenuta per le ore successive, completandosi entro 48 ore. |l
rapido rilascio osservato per i due sistemi entro la prima ora & indice della presenza
sulla superficie o vicino la superficie particellare di una certa quantita di complesso
solubile IDE/HP-B-CYD. Nel caso delle CH-NPs-PA il burst effect elevato e il rilascio
rapido e probabilmente da imputare alla sua morfologia multinucleo (Figura 35, D),

che aumenta I'area superficiale specifica per singola particella.

Allo scopo di determinare la velocita ed il meccanismo di rilascio dell’IDE dalle NPs, i
dati di rilascio sono stati trattati in accordo a differenti modelli cinetici (Tabella 14)
Tutte le formulazioni mostrano la migliore correlazione con il modello cinetico di
primo ordine. Purtroppo non e possibile estrapolare informazioni dal modello di
Korsmayer-Peppas poiché nonostante per due dei sistemi particellari realizzati ci sia

una buona correlazione, il valore di n non puo essere attribuito chiaramente.
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Tabella 14. Coefficiente di regressione (R?) e costante di velocita (k) di IDE rilasciato

dalle CH-NPs secondo diversi modelli cinetici

CH-NPs

In assenza di

IDE/HP-B-CYD

CH-NPs-PC

CH-NPs-PA

ORDINE ZERO

0.9697

0.9394

0.7338

Ko (h)

1.0908

1.4102

1.4964

PRIMO ORDINE

0.9881

0.9928

0.9959

Ki (h?)

0.0271

0.0427

0.2396

10.3 STUDI BIOLOGICI IN VITRO

10.3.1 STUDI DI CITOTOSSICITA’

HIGUCHI

r2

0.9715

0.9651

0.9023

KH (h-1/2)

10.9093 0.9695

KORSMEYER-

PEPPAS

r2

0.70

11.2743 0.9923 0.22

9.6934

La tollerabilita delle cellule umane di glioblastoma (U-373) nei confronti dell’IDE

libero, del complesso di inclusione IDE/HP-B-CYD, delle CH-NPs preparate in assenza

di IDE/HP-B-CYD e del CH-NPs-PC & stata saggiata mediante MTT test. Sono state

valutate tre concentrazioni di IDE libero e le quantita corrispondenti in complesso di

inclusione e in CH-NPs (6.25, 12.5 e 25 uM), per 24, 48 e 72 h. Tutte le formulazioni

saggiate, a tutte le concentrazioni, non hanno causato effetto citotossico rispetto al

controllo (100% di vitalita cellulare). In Figura 37 sono mostrati a titolo di esempio i

dati relativi al trattamento a 24 h. Risultati simili sono stati ottenuti a tutti gli altri

tempi.
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Figura 37. Vitalita cellulare di U-373 esposte a:
m IDE/HP-B-CYD; = CH-NPs in assenza di IDE/HP-B-CYD; m CH-NPs-PC; = IDE libero

10.3.2 VALUTAZIONE DELL’ATTIVITA’ ANTIOSSIDANTE

Allo scopo di valutare l'influenza del carrier particellare sull’attivita antiossidante
dell’IDE, sono stati effettuati saggi sulle cellule U-373. E stato indotto uno stress
ossidativo nelle cellule mediante trattamento con perossido di idrogeno (H20). Il
trattamento con H,0; induce la necrosi cellulare, che & associata al rilascio di LDH;
pertanto l'integrita della membrana cellulare pud essere valutata misurando la
percentuale di LDH rilasciata nel mezzo. Prima dello stress ossidativo le cellule erano
state trattate con CH libero, CH-NPs vuote e HP-B-CYD, per saggiare I’attivita dei soli
carrier, ed ancora con IDE libero, IDE/HP-B-CYD e CH-NPs contenenti IDE. L’insulto
con Hx0; causava un forte rilascio di LDH (circa il 60 %) dalle cellule U-373, rispetto al

controllo, che mostrava il 100 % di vitalita. Come atteso, nessun effetto antiossidante
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e stato osservato dopo il trattamento delle cellule con CH libero, CH-NPs e HP-B-CYD
(Figura 38). Al contrario, tutti i campioni testati contenenti IDE mostravano attivita
antiossidante dose-dipendente (Figura 39) nel seguente ordine IDE < CH-NPs < CH-
NPs-PC < IDE/HP-B-CYD. La minore attivita dell'IDE & probabilmente correlata con la
sua scarsa solubilita in acqua, che riduce la quantita di principio attivo disponibile ad
esercitare I'attivita antiossidante. Di contro, la piu elevata attivita del complesso di

inclusione era il risultato dell’incremento di solubilita prodotto dalla complessazione.

Figura 38. Attivita antiossidante su colture di cellule U-373 trattati con H,0, ed

esposti a: m CH libero; m CH-NPs vuote; HP-B-CYD
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Figura 39. Attivita antiossidante su colture di cellule U-373 trattati con H.0; ed
esposti a: m IDE/HP-B-CYD; = CH-NPs in assenza di IDE/HP-B-CYD;
m CH-NPs-PC; = IDE libero

10.5 STUDI DI PERMEAZIONE ATTRAVERSO LA MUCOSA NASALE
BOVINA

Allo scopo di valutare la potenzialita dei sistemi realizzati quali carrier per il targeting
naso-cervello, sono stati effettuati studi di permeazione ex vivo attraverso la mucosa
nasale bovina. Sono state saggiate le CH-NPs preparate in assenza di IDE/HP-B-CYD,

le CH-NPs-PC, il complesso di inclusione IDE/HP-B-CYD e il farmaco libero (Figura 40).
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35

Figura 40. Profili di permeazione dell'IDE attraverso la mucosa nasale bovina.
() IDE libero; (#) CH-NPs in assenza di IDE/HP-B-CYD; ( A ) CH-NPs-PC;

(@) complesso di inclusione IDE/HP-B-CYD

Si osservano elevate percentuali di IDE permeato per tutte le formulazioni saggiate,
rispetto al farmaco libero. Diversi parametri possono giocare un ruolo importante in
guesto processo, prima tra tutti la solubilita del farmaco. L’IDE, infatti, € insolubile in
acqua e pertanto l'esperimento e stato eseguito utilizzando una sospensione di
farmaco; la velocita di permeazione in questo caso e correlata alla velocita di

dissoluzione del principio attivo e si mantiene pertanto molto bassa.

Il campione di IDE/HP-B-CYD mostra la piu elevata permeazione, probabilmente in
seguito al significativo aumento di solubilita in acqua dell'IDE provocato dalla sua

inclusione nel macrociclo. Cio fa si che tutta la dose di farmaco saggiata sia in

143

—
| S—



CH-NPs CONTENENT! IDE - CAPITOLO 10: RISULTATI E DISCUSSIONE

soluzione e, in funzione della Kc del complesso, disponibile all'assorbimento. Bisogna
anche considerare una probabile azione destabilizzante esercitata dal macrociclo
sulla membrana nasale, in seguito ad una sua interazione con i componenti di

membrana, che produce un aumento della permeabilita al farmaco.

| profili di permeazione dalle due formulazioni nanoparticellari saggiate sono
sovrapponibili nelle prime 10 ore dell’esperimento. Dopo questo periodo, il profilo di
permeazione dell’IDE & leggermente superiore per il sistema sovraccarico. In realta,
sulla base della differenza osservata nei profili di rilascio tra i due sistemi, CH-NPs
preparate senza IDE/HP-B-CYD e CH-NPs-PC, ci si aspettava una maggiore differenza
di permeazione. E ipotizzabile che piu elementi entrino in gioco: i) entrambi i sistemi
sono in grado di interagire con la mucosa nasale aumentandone la permeabilita; ii)
dal sistema non sovraccarico IDE fuoriesce come farmaco libero ed &
immediatamente disponibile all’assorbimento. Dal sistema CH-NPs-PC la maggior
parte di farmaco viene ceduto sotto forma di complesso di inclusione, e quindi solo

la frazione che si libera dal complesso & disponibile all’assorbimento.

Una conferma della capacita di HP-B-CYD e delle CH-NPs di interagire con la mucosa
nasale é stata fornita da una analisi FTIR in geometria ATR effettuata sulla mucosa

nasale bovina trattata con CH libero, HP-B-CYD e CH-NPs-PC.

In Figura 41 & mostrato il profilo IR della regione compresa tra 1400-1800 cm™. Come
e possibile osservare, risulta evidente la presenza di una banda larga e molto intensa
centrata a ~1548 cm?, indicata come 6(C-H), associata ai modi di bending puri dei
gruppi C-H. Inoltre, I'intensa banda larga centrata a ~1640 cm™ pud essere ascritta ai
modi di bending delle molecole d'acqua, ed & generalmente indicata come §(HOH).
Da un primo confronto degli spettri sperimentali ottenuti si evince come l'intensita
del modo di bending 6(HOH) aumenta passando dalla mucosa non trattata a quella
trattata nell'ordine, HP-B-CYD < CH libero = CH-NPs-PC, contestualmente ad una
graduale riduzione del suo centro-frequenza. Tali modifiche spettrali possono essere
spiegate in termini di un progressivo effetto destrutturante sul network a legame

idrogeno (HB) delle molecole d'acqua, indotto, probabilmente, dall'attivazione di
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nuove interazioni. E interessante notare come I'aumento dell’intensita relativa al
modo di bending &(C-H) suggerisce che tale vibrazione diviene progressivamente
meno ostacolata. Cid potrebbe essere dovuto ad una rottura indotta di interazioni a
legame idrogeno non convenzionali con molecole d'acqua, del tipo C-H- - - O-H, in cui

i gruppi CH potrebbero essere coinvolti.

Sebbene questo sia uno studio preliminare, che deve essere approfondito, risulta
evidente I'azione esercitata dai carrier utilizzati sul tessuto biologico. Sembra inoltre
che l'azione esercitata dal CH libero non si modifichi dopo la sua trasformazione in

NPs.

S(HOH)

Intensita

1600
Lunghezza d'onda (nm)

Figura 41. Spettro FT-IR nella regione compresa tra 1400 e 1800 nm di:
® mucosa non trattata; e trattata con HP-B-CYD; e trattata con CH libero;

e trattata con CH-NPs-PC
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11 CONCLUSIONI

Le CH-NPs messe a punto in questa ricerca rappresentano un promettente carrier per
il rilascio mirato di LVF, destinata al targeting oculare per il trattamento di infezioni
batteriche, e di IDE, destinato al targeting naso-cervello per il trattamento

dell’Alzheimer.

Le NPs sono state preparate mediante gelazione ionotropica indotta da SBE-B-CYD ed
e stata valutata la capacita del macrociclo di migliorare i parametri di
incapsulamento, di modulare il rilascio in vitro dei principi attivi incapsulati e

potenziare la loro attivita biologica in vitro ed ex vivo.

La SBE-B-CYD ha mostrato una elevata affinita per la LVF, con la quale ha formato in
soluzione un complesso di inclusione in rapporto stechiometrico 1:1, cosi come
dimostrato da studi UV-VIS e spettroscopia NMR mono e bidimensionale. In
conseguenza della complessazione & stato osservato un notevole miglioramento
della capacita di carico delle CH-NPs, rispetto al sistema preparato per gelazione con
TPP. Tutte le formulazioni realizzate hanno presentato elevati valori positivi di
potenziale zeta, che garantiscono l'interazione del carrier con la superficie oculare,
prolungando il tempo di permanenza in situ della LVF e quindi migliorandone
I'efficacia. Gli studi in vitro su E. coli, P. aeruginosa e S. aureus hanno mostrato un
aumento dell’attivita antibatterica delle CH-NPs di circa due volte rispetto alla LVF

libera.

Sebbene I'attivita antibatterica della LVF nelle CH-NPs gelificate con la SBE-B-CYD sia
stata uguale a quella osservata per le CH-NPs gelificate con TPP, I'elevata capacita di
carico dei sistemi a base di CH/ SBE-B-CYD (circa il doppio) consentirebbe I'utilizzo di
minori quantita di polimero per dose di LVF somministrata, riducendo eventuali

fenomeni indesiderati che potrebbero verificarsi.
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La SBE-B-CYD forma con I'IDE un complesso di inclusione solubile in acqua, in
rapporto stechiometrico 1:1, senza che le sue capacita gelificanti nei confronti del CH
vengano irrimediabilmente perse. La gelazione condotta utilizzando il complesso di
inclusione IDE/SBE-B-CYD ha permesso infatti un efficiente incapsulamento del
principio attivo lipofilo nelle CH-NPs. L'ulteriore inserimento nella formulazione
particellare di un complesso di inclusione IDE/HP-B-CYD ha permesso di realizzare
sistemi sovraccarichi senza alcuna interferenza con il processo di gelazione
ionotropica. Sono state ottenute CH-NPs con dimensioni, valori di potenziale zeta e
capacita di carico idonee alla somministrazione intranasale. La presenza del
complesso IDE/HP-B-CYD nella formulazione nanoparticellare ha influenzato il
rilascio in vitro del principio attivo e la permeazione attraverso mucosa nasale bovina,

migliorando anche I'attivita antiossidante in vitro dell’IDE.
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